T.C.
HARRAN UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIiM DALI
COCUK HEMATOLOJI BiLiM DALI

BETA TALASEMILI COCUKLARDA
OKSIDAN-ANTIOKSIDAN SISTEM VE LENFOSIT DNA HASARI

DR. MURAT SOKER
( YAN DAL UZMANLIK TEZI)

TEZ YONETICiSI
PROF. DR. AHMET KOC

SANLIURFA
2008



ONSOZ

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk
Hematoloji Bilim Dali’nda Cocuk Hematoloji Yan Dal Uzmanlik Egitimim siiresince her konuda
destegini ve bilgilerini esirgemeyen, tez ¢alismalarinda ¢ok biiylik emegi ve destegi olan Degerli
Hocam Prof.Dr.Ahmet Kog¢’a; Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Anabilim Dal’nin degerli dgretim

tiyeleri, arastirma gorevlileri, hemsire ve personeline sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢aligmalarimdaki yardim ve desteklerinden dolay1 Biyokimya Anabilim Dali’ndaki sevgili
hocalarim Prof.Dr.Ozcan Erel ve Prof.Dr.Abdurrahim Kogyigit’e, Og.Gér.Hakim Celik, Biy. Abdullah

Taskin ve Biyokimya Anabilim Dal1 personeline ayrica tesekkiir ederim.
Yan Dal Uzmanlik Egitimim siiresince destegini ve 6zverisini esirgemeyen sevgili esime,canim

ogullarim Ali ve Eren’e, dualarini eksik etmeyen annem ve kardeslerime en igten dileklerimle tesekkiir

eder, sevgilerimi sunarim.

Prof. Dr. Murat Soker



ICINDEKILER

ONSOZ

ICINDEKILER

TABLOLAR DiZiNi
SEKILLER DiZiNi

SIMGE VE KISALTMALAR
OZET

ABSTRACT

1.GIRIS VE AMAC
2.GENEL BILGILER
2.1. Talasemiler
2.1.1. B-Talasemiler
2.1.1.1. B—Talasemi Major (Homozigot 3 talasemi)
2.1.1.1.1. Fizyopatoloji
2.1.1.1.2. Klinik
2.1.1.1.3. Laboratuvar
2.1.1.1.4. Tedavi
2.1.1.1.5. Prognoz
2.1.1.1.6. Talasemi kontrol programi ( Tasiyicilarin saptanmasi ve prenatal tani )
2.1.1.2. B-Talasemi intermedia
2.1.1.3. B-Talasemi mindr (P -talasemi tasiyiciligi, talasemi trait)
2.1.2. oa-Talasemiler
2.2. Oksidatif Stres ve Total Antioksidan Kapasite
2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri
2.2.1.1. Siiperoksit Radikali
2.2.1.2. Hidrojen Peroksit
2.2.1.3. Hidroksil Radikali
2.2.1.4. Singlet Oksijen
2.2.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicrelere Olan Zararh Etkileri
2.2.2.1. Membranlarin Lipid Peroksidasyonu

Sayfa No

I

II-I11
v
IvV-v
VI-VII
VIII-IX
X-XI

1-2

3

3

3.5
5-6
6-7
7-8
8-9
9-12
12
12-13
13-14
14
14-15
16
16-18
18
18-19
19
19-20
20
20-21

II



2.2.2.2. Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu

2.2.2.3. Karbonhidratlara Etkileri

2.2.2.4. Oksidatif Stres ve DNA Lezyonlari

2.2.3. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalari
2.2.3.1. Antioksidan Sistemler

2.2.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.2.3.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri
2.2.4. Total Antioksidan Kapasite

2.3. Talasemi ve Oksidatif Stres

2.4. Talasemi ve Demir Toksisitesi

2.5. Talasemi ve Lipid Peroksidasyonu

2.6. Talasemi ve DNA Hasan

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Olgiimler

3.2. Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

3.3. Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) Yontemi ile DNA
Hasar Tayini (mDNA hasar1)

3.4. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

3.5. Total Oksidant Seviye (TOS)

3.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

3.7. Lipid hidroperoksidasyonu (LOOH)

3.8. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERILER

7. KAYNAKLAR

21
21
22-23
23
23-25
25-26
26-27
28
28-29
29-31
31-32
32

33
33-34
34

34-36

36

36-37

37

37

37

38-53

54-64

65

66-77

III



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 1. B-Talasemide kalitim.

Tablo 2. B-Talasemi tastyiciligt ve demir eksikligi anemisi ayiric tanisi.

Tablo 3. Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklari.

Tablo 4. B-TM ve kontrol grubumuzun yas, cinsiyet ve BMI degerleri dagilima.
Tablo 5. B-TM’lii olgularimizin klinik karekteristikleri ve transfiizyon 6zellikleri.
Tablo 6. 3-TM ve kontrol grubumuzun bazi biyokimyasal kan parametreleri.
Tablo 7. B-TM’lii olgularimizin selasyon tedavilerine gore dagilima.

Tablo 8. B-TM ve kontrol grubu olgularimizin DNA hasar1 ve oksidatif stres
parametrelerin karsilastirilmasi.

Tablo 9. B-TM’lii hastalarimizin DNA hasari, oksidan-antioksidan sistem ve bazi

biyokimyasal degerler ile transfiizyon alma siirelerine ait korelasyon degerleri.

SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Olgularimizin DNA’larinda ki farkli derecedeki hasarlarin elektroforez
migrasyonu sonras1 flouresan mikroskop goriintiileri.

Sekil 2. B-TM’lii hasta ve kontrol grublarinin DNA hasar1 diizeyleri.

Sekil 3. B-TM’lii hasta ve kontrol grublarinin TOS diizeyleri.

Sekil 4. B-TM’lii hasta ve kontrol grublarinin TAK diizeyleri.

Sekil 5. B-TM’lii hasta ve kontrol grublarmin OSI diizeyleri.

Sekil 6. B-TM’lii hasta ve kontrol grublarinin LOOH diizeyleri.

Sekil 7. B -TM’lii olgularimizin serum demir diizeyi ile DNA hasar1 korelasyon grafigi.

Sekil 8. B -TM’lii olgularimizin serum demir diizeyi ile TOS arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 9 . B -TM’lii olgularimizin serum demir diizeyi ile TAK arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 10 . -TM’lii olgularimizin serum demir diizeyi ile OSI arasindaki korelasyon grafigi.

Sayfa No

14
17
38
39
39
40

40

45

Sayfa No

41
42
42
43
43
44
47
47
47
47

v



Sekil 11.  -TM’li olgularimizin serum demir diizeyi ile AST arasindaki korelasyon grafigi.
Sekil 12 . B -TM’lii olgularimizin serum demir diizeyi ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.
Sekil 13. B -TM’li olgularimizin serum demir diizeyi ile transfiizyon siiresi arasindaki
korelasyon grafigi.

Sekil 14 . 3 -TM’li olgularimizin serum ferritin diizeyi ile DNA hasar1 korelasyon grafigi.
Sekil 15 . B -TM’lii olgularimizin serum ferritin diizeyi ile TOS arasindaki korelasyon grafigi.
Sekil 16. B -TM’lii olgularimizin serum ferritin diizeyi ile TAK arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 17. B -TM’lii olgularimizin serum ferritin diizeyi ile OSI arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 18. B -TM’lii olgularimizin serum ferritin diizeyi ile LOOH arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 19. B -TM’li olgularimizin serum ferritin diizeyi ile AST arasindaki korelasyon grafigi.
Sekil 20. B -TM’li olgularimizin serum ferritin diizeyi ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.
Sekil 21. B -TM’li olgularimizin ferritin diizeyi ile transflizyon siiresi korelasyon grafigi.
Sekil 22. 3 -TM’lii olgularimizin DNA hasar1 ile TOS arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 23. 3 -TM’li olgularimizin DNA hasar1 ile TAK arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 24. § -TM’lii olgularimizin DNA hasari ile OSI arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 25.  -TM’lii olgularimizin DNA hasari ile LOOH arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 26. 3 -TM’lii olgularimizin DNA hasar1 ile AST arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 27. B -TM’lii olgularimizin DNA hasar1 ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 28 . B -TM’lii olgularimizin TOS ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 29. B -TM’li olgularimizin TAK ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 30. B -TM’lii olgularimizin OSI ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 31. B -TM’lii olgularimizin transfiizyon siiresi ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 32. B-TM’lii olgularimizin transfiizyon siiresi ile AST arasindaki korelasyon grafigi.

48
48

48
49
49
49
49
50
50
50
50
51
51
51
51
52
52
52
52
53
53
53



AU
ALA
Ark
BK
BMI
CAT
Ca

CD

Cu
DFO
DFP
DNA
Fe
FeNTA
GPx
GSH
GST
Hb
HDL-Kol
HH
HLA
H,0,
HO"
HOCI
HOy
IVS
KC
LDH
LDL-Kol
MCHC

SIMGE VE KISALTMALAR

: Arbitrary Unit

: Aminoleviilinik asit

: Arkadaslar

: Beyaz kiire

: Viicut Kitle indeksi

: Katalaz

: Kalsiyum

: Conjugated diene

: Bakir

: Desferrioksamine

: Deferiprone

: Deoksiriboniikleik asit

: Demir

: Ferric nitrilotriacetate

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon

: Glutatyon transferaz

: Hemoglobin

: Yiiksek Dansiteli lipoprotein-Kolesterol
: Herediter hemikromatoz
: Human Lokosit Antijen
: Hidrojen Peroksit

: Hidroksil Radikali

: Hipoklorid

: Perhidroksil radikali

: Intervening sequences

: Karaciger

: Laktik Dehidrogenaz

: Diistik dansiteli lipoprotein-Kolesterol

: Mean Corpusculer Hemoglobin Concentration

VI



MCV
MDA
MI
mRNA
NOx
NTBI
OEHb
OSI
OZT \:
PCR
PUFA
RDW
RES
ROO
RCOO
RO
SOD
SQUID
Oy
TAK
TI
TBARS
TG
TRAP
™
TOS

= > @ ™

: Ortalama Eritrosit Hacmi
: Malondialdehit

: Mentzer indeksi
: Messenger Riboniikleik asit
: Nitrik oksit
: Non transferrin bound serum iron
: Ortalama eritrosit Hemoglobini
: Oksidatif Stres Indeksi

: Singlet Oksijen

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Poliansature yag asiti
: Red cell distribution width

: Retikiiloendotelial Sistem
. Peroksil radikali
: Organik peroksit radikali
: Alkoksil radikali
: Siiperoksit dismutaz
: Superconducting susceptometry
: Stiperoksid radikali
: Total Antioksidan Kapasite
: Talasemi intermedia
: Thiobarbituric acid reactive substances
: Trigliserid
: Total peroxyl radical-trapping antioxidant parameter
: Talasemi Major
: Total Oksidant Seviye
: Vitamin
: Beta
: Alfa

: Lambda

: Gamma

VII



OZET

BETA TALASEMILI COCUKLARDA OKSIDAN-ANTIOKSIDAN SiSTEM VE
LENFOSIT DNA HASARI

Talasemi; inefektif eritropoez, hemoliz ve anemi temelinde metabolik diizensizlik, demir
yiklenmesi, kronik hipoksi ve hiicre hasarmin eklendigi otozomal resesif gecisli bir
hemoglobinopatidir. Oksidatif stres; kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, renal, infeksiyon ve norolojik
hastaliklarda oldugu gibi B-talasemi majorlii (TM) hastalarda da son zamanlarda aragtirilmaktadir.
Oksidatif stres, pro-oksidanlarin yapimi ve nétralizasyonu arasindaki dengesizlik sonugu olusur. Pro-
oksidan / antioksidan dengede bozulma hiicresel yapilarda oksidatif strese ve DNA hasarina neden
olabilir.

Bu calismada transfiizyon bagimli B-TM’li hastalarda oksidan / antioksidan sistem ve DNA
hasart olusumunu degerlendirmek amaglandi. Ayn1 zamanda saptanan degisikliklerin demir yiikii ile
iligkisi arastirildi. Yas ortalamasi 7,34 +4,21 yil arasinda degisen 83 transfiizyon bagimli 3-TM hasta
grubumuzu olusturdu. Ayni1 yas ve cinsiyette 40 anemik olmayan saglikli ¢ocuk kontrol grubu olarak
alindi. DNA hasar1 comet assay yontemiyle, total oksidan seviye (TOS) ve total antioksidan kapasite
(TAK) ise Erel yontemiyle 6l¢iildii.

Hasta grubumuzda, DNA hasar1:10,65+6,58 AU, TOS:15,9849,44 (umol H,O, Eqv./L),
TAK:1,62+0,27 (mmol Trolox Eqv./L), Oksidatif Stres Indeksi (OSI): 11,11£8,42 AU ve lipid
hidroperoksid (LOOH): 5,44+1,80 (umol H,O, Eqv./L) olarak saptandi. Kontrol grubumuzda, DNA
hasart: 1,45+2,02 AU, TOS: 7,18+3,74 (umol H,O, Eqv./L), TAK: 1,76+0,38 (mmol Trolox Eqv./L),
OSI: 4,66+3,46 AU ve LOOH: 2,44+0,86 (umol H,O, Eqv./L) olarak saptandi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda B-TM’li hastalarda DNA hasarinin artmis oldugu saptandi (p<0,001). Oksidan-
antioksidan sistem degerlendirildiginde hasta grubumuzda TOS, OSi ve LOOH diizeylerinin kontrol
grubuna gore arttigl, TAK’in ise azaldig1 saptandi (sirasiyla p<0,001; p <0,001; p <0,001 ve p=0,018).
B-TM’lii olgularimizda serum ferritin diizeyi ile sirastyla DNA hasari, TOS, OSI ve LOOH arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon; TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon
saptand1. B-TM’li olgularimizda serum demir ve ferritin diizeyleri ile AST, ALT ve transfiizyon yili
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon; TOS ve OSI ile ALT arasinda pozitif
korelasyon, TAK ile ALT arasinda ise negatif korelasyon; serum AST ve ALT diizeyleri ile

transflizyon yili arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi. Ayni zamanda -



TM’lii olgularimizda DNA hasarn ile sirastyla TOS, OSI, LOOH, AST ve ALT arasinda istatistiksel

olarak anlamli pozitif korelasyon, TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi.
Sonug olarak; B-TM’lii hastalarda demir bagimli oksidatif stres artisi ve beraberinde DNA

hasar1 olusmaktadir. Dogal veya sentetik antioksidanlarin kullanimiyla beraber etkili demir selator

tedavilere agirlik verilmesinin oksidatif stresi ve DNA hasarini azaltabilecegi diislincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: B—Talasemi, Oksidan-Antioksidan Sistem, DNA Hasar1.
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ABSTRACT

OXIDANT-ANTIOXIDANT SYSTEM AND LYMPHOCYTE DNA DAMAGE IN BETA
THALASSEMIA CHILDREN

Thalassemia is an autosomal recessively inherited hemoglobinopathy which basicly
characterised by ineffective eritropoesis, hemolysis and anemia. Metabolic disorders, iron overload,
chronic hypoxia and cell damage are added to these findings. Oxidative stres is recently being
investigated in (- thalassemia major (TM) patients as well as in cardiovascular diseases, cancer, renal
diseases, infection and neurological diseases. Oxidative stress develops as a result of imbalance
between formation and neutralisation of pro-oxidants. Pro-oxidant / antioxidant equilibrium disorders
may cause oxidative stress and DNA damage in cellular structures.

The aim of this study was to detect and correlate iron overload with the oxidant / antioxidant
status and DNA damage in transfusion dependent 3 -TM patients. The patient group was constituted
from 83 patients with transfusion dependent B-TM whose mean age was 7,34 +4,21 years. 40 sex and
age-matched children with non-anemia, served as control group. The damage of mononuclear DNA
were assessed with comet assay method and total oxidant status (TOS) and total antioxidant capacity
(TAC) measurement by using Erel’s methods.

In the B—TM patients, mean DNA damage level was 10,65+6,58 AU, mean TOS level was
15,9849,44 (umol H,O, Eqv./L), mean TAK level was 1,624+0,27 (mmol Trolox Eqv./L), mean
Oxidative Stres Index (OSI) level was 11,11£8,42 AU and mean lipid hydroperoxide (LOOH) level
was 5,44+1,80 (umol H,O, Eqv./L) detected. In control group, mean DNA damage level was 1,45+2,02
AU, mean TOS level was 7,18+3,74 (umol H,O, Eqv./L), mean TAK level was 1,76+0,38 (mmol
Trolox Eqv./L), mean OSI level was 4,66+3,46 AU and mean LOOH level was 2,44+0,86 (umol H,O,
Eqv./L) detected. When compared to the controls, DNA damage was detected to be increased in 3-TM
patients (p<0,001). When oxidant-antioxidant system were evaluated, while TOS, OSI and LOOH
levels were significantly increased, TAC levels were decreased in B—TM patients compared to controls
( p<0,001; p <0,001; p <0,001 and p=0,018 respectively). There was a statistically significant positive
correlation between serum ferritin levels and DNA damage, TOS, OSI and LOOH; however a negative
correlation was observed between serum ferritin and TAC levels in the p—TM patients. There was a

statistically significant positive correlation between the serum iron and ferritin levels and AST, ALT



and transfusion years in the B—TM patients. TOS and OSI levels were positively correlated with ALT,
however a negative correlation was observed between TAC and ALT levels in the p—TM patients.
Serum AST and ALT levels were detected to have a stastistically significant positive correlation with
transfusion years in the B—TM patients. In the B—TM patients the DNA damage was detected to have a
stastistically significant positive correlation with TOS, OSI, LOOH, AST and ALT respectively;
however a negative correlation was observed between DNA damage and TAC levels.

In conclusion; there were increased iron dependent oxidative stress and DNA damage present in
patients with B-TM. The combination of effective iron-chelatory agents with natural or synthetic
antioxidants can be very helpful in the clinical practice and in decrease of the oxidant stress and DNA

damage of patients with 3-TM.

Key Words: B-Thalassemia, Oxidant-Antioxidant System, DNA Damage.
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1. GIRIS ve AMAC

Talasemi; genetik bir mutasyon sonucu, Hemoglobin (Hb) yapisinda yer alan globin
zincir sentezinin kantitatif bozuklugu ile karakterize, hafif-agir hipokrom mikrositer bir anemiyle
giden, otozomal resesif gecisli tek gen hastaligidir. Sentezi bozulan globin zinciri talasemiye
adim1 verir. Hemoglobin yapisindaki B-globin zincirinin azalmis veya bozulmus biyosentezi,
yapimi normal hizda olan ve tutulmayan alfa globin zincirlerinin hiicre i¢i dengesiz birikimine
yol agar. PB-talasemi sendromunda; dolasimdaki eritrositlerin prematiir hemolizi ve ineffektif
eritropoez, aneminin baglica sebebidir (1-6).

Degisik bir¢cok reaksiyonla hiicre ve dokularda olusabilen ve oksijenden tek elektron
indirgenmesi sonucu olusan serbest radikaller; proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik
asitleri yikima ugratabilir. Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipit peroksidasyonu
serbest radikallerin uyardig1 hiicre yikiminda énemli bir mekanizmadir. Birgok hastalikta doku
yikimi serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu sonucu olusur. Organizmadaki serbest radikal
reaksiyonlari, radikal olusumunu Onleyen veya zincir kiran yapilar olarak islev gdren bircok
antioksidan sistem ile kontrol edilir (7,8). Pro-oksidan/Antioksidan dengede bozulma hiicresel
yapilarda oksidatif hasara ve DNA’da kiriklara neden olabilir.

[B-talasemili hastalarda a-globin zincirlerinin hiicre i¢i birikimi eritrosit membran
proteinlerinde oksidatif hasara neden olabilir. Ayn1 zamanda bu hastalarda gerek ineffektif
eritropoezise bagli demir absorbsiyonunun artmasi, gerekse de tedavi amaci ile uygulanan multipl
kan transfiizyonu demir yiliklenmesine, sekonder olarak peroksidatif doku hasari ve sonucta
oksidatif strese neden olabilmektedir (9,10). Kisaca talasemili hastalarda; serbest radikallerle
olusan oksidatif hasar, lipid peroksidasyonu, artmis demir toksisitesi nedeni ile eritrositlerin
oksidatif streslere artmis duyarliigi ile oksidatif stres olusabilmektedir (11). Talasemi
patofizyolojisinde 6nemli rol oynadig: diisiiniilen demir bagimli oksidatif stresin temelde “Fenton
Kimyas1” hipotezine gore olustugu ve DNA hasarina neden olabilecegi ifade edilmektedir(10,12).
Talasemili hastalarda 6zellikle tedavi amaciyla verilen diizenli eritrosit transfiizyonu ile olusan

demir yiikiinli azaltmak i¢in viicuttan demir uzaklastirici selatorler rutin olarak kullanilir.



Comet assay (alkali hiicre elektroforezi) genotoksisiteyi degerlendirmede ve hiicre
diizeyinde DNA hasarin1 saptamada giivenilirligi kanitlanmis, uygulamasi kolay ve sade bir
yontemdir. PB-Talasemi Majorlii (TM) hastalarda oksidan / antioksidan sistem mubhtelif
caligmalarda degerlendirilmis olmasina ragmen DNA hasar diizeyi hakkinda ¢alismalar heniiz
¢ok yenidir (9,10,12).

Bu c¢aligmamizda amag; transflizyona bagimli [-talasemili hastalarda oksidan ve
antioksidan sistemi ve olast DNA hasarmi degerlendirmek ve demir yiiklenmesini gdsteren
parametreler ile iligkisini incelemektir. Calisma sonuglarinin; demir selatér ¢alismalara, kanser
Onleme c¢alismalarina, talasemili hastalarin yasam kalitelerini artiracak c¢alismalara yol

gosterecegi inancindayiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Talasemiler

Hemoglobinopatiler diinyada en sik goriilen monojenik hematolojik hastaliklardandir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore tastyict sikhigi %7’°dir. Her yil diinyamizda 300.000 -
500.000 arasinda hemoglobinopatili ¢ocuk dogmaktadir (4). Normal Hb molekiilleri i¢erdikleri
globin zincirlerine gére, HbA (012[32), HbA, (azkz) ve HbF (azyz) olarak adlandirilirlar (5). Normal

bir yetiskinde, Hb’in %96-98’ini HbA, %1.5-3.2’sini HbA; ve %0.6-0.8’ini HbF olusturmaktadir
(5). Globin peptidlerinin sentezinde yetersizlik (o ve B-talasemi), ile f globin zincirinde yapisal
mutasyonlar (HbS, HbC, HbE) en sik goriilen hemoglobinopatileri olusturur (3).

Talasemi sendromlari, genetik bir mutasyon sonucu, Hb yapisinda yer alan a, B, y, A gibi
globin peptidlerinden birinin veya daha fazlasinin sentezinin azalmasi veya tamamen durmasi
sonucu, hafif veya agir hipokrom mikrositer bir anemiyle giden, otozomal ressesif gegisli bir
grup Hb bozuklugu hastaligidir. Genetik mutasyon sonucu etkilenen gende mRNA yapimi
tamamen durabilir, fonksiyonel olmayan bir mRNA ortaya ¢ikabilir, ya da ¢abuk degrade olan
unstabil bir mRNA sentezlenebilir. Sonugta genin kodladig1 globin zincirinin sentezi azalir (13).
Talasemi, sentezi bozulan globin zincirinin ismi ile adlandirilirlar. Ornegin; o-talasemi, p-
talasemi, AP talasemi, YAP talasemi gibi. Eriskinde major Hb’nin HbA olmasi nedeniyle klinik
olarak 6nemi olanlar, o ve B globin zinciri ile ilgili olan a-talasemiler ve B-talasemilerdir. En sik
goriilen tiplerde yine o ve B talasemilerdir. Hi¢ bir zaman a ve B zincirinin beraber yoklugu
goriilmez (14). a-talasemiler Uzak Dogu, B-talasemiler ise Akdeniz {ilkelerinde daha siktir. 6 ve y
zincirlerinin yapim bozuklugu sonucu gorillen & ve y talasemiler genellikle klinik belirti
vermezler (1,3).

2.1.1. B-Talasemiler

Talasemilerin klasik seklidir. Bir pediatrist olan Dr.Thomas Cooley tarafindan 1925 yilinda
4 Yunan ve Italyan ¢ocukta hayatlarinm ilk yillarinda derin anemi, hepatosplenomegali, biiyiime
geriligi ve kemik deformiteleri ile karakterize bir sendrom (Cooley Anemisi) olarak
tanimlanmustir (1, 14-17). Daha sonra benzer vakalarin goriilmesi iizerine bu herediter hemolitik
anemiye Van Jaksch anemisi, splenik anemi, eritroblastozis adlar1 verilmistir (6). 1936’da George
Whipple ve Lesley Bradford inceledikleri vakalarin Akdeniz civar1 iilkelerden geldigini
saptadiklar1 hastaliga deniz anlamina gelen “thalassa= Deniz (eski Yunanca)” adin1 vermislerdir

(14,18). Zamanla bu hastaligin yalniz Akdeniz iilkeleri toplumlarinda olmadigi diger toplumlarda



da bulundugu saptanmistir (19). Tiirkiye’de ilk iki talasemi vakasi Ord. Prof. Dr. Sedat Tavat ve
Prof. Erich Frank tarafindan 1940 yilinda eszamanli olarak bildirildi (18). Valentine ve Neel
talasemi genetigini aydinlatarak talasemi minor ve major terimlerini 1944 yilinda tip literatiiriine
eklediler (18).

Talasemi yaygin goriilen tek gen hastaliklarindan olup, a globin zincirini sentezleyen gen
16. kromozomda ve P globin zincirini kodlayan gen 11. kromozomda yer almaktadir. o-
talasemide molekiiler defekt daha ¢ok delesyon, B-talasemide ise nokta mutasyonlar seklindedir
(1,2,5,6). Ulkemizde talasemi mutasyonlar1 ¢ok heterojendir. Toplam 35’in iizerinde mutasyon
oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarin dagilimi biiyiik farkliliklar gostermez (6,20).

B-talasemi, otozomal resessif gecis 0zelligi olan bir hastaliktir. Temel kalitsal 6zellikleri
sOyle Ozetlenebilir:

1. Eslerden birisinin tastyici olmasi halinde ¢ocuklari en fazla kendileri gibi tasiyici olurlar.

2. Eslerden her ikisinin de hastalig1 tagimalar1 halinde; her gebelikte %25 olasilikla hasta
cocuk sahibi olma riskleri vardir (11) (Tablo 1).

Tablo 1. -Talasemide kalitim.

Normal

Heterozigot

beta talasemi

‘ Homozigot

beta talasemi



Gortldiigi gibi otozomal resesif kalitilan hastaliklarda saglikli tagiyicilik kavrami vardir.

Diinya populasyonunun yaklasik %3 kadar1 (150 milyon) B-talasemi geni tastyicisidir (4,
6,21). Baz1 kaynaklara gore tiim diinyada 240 milyon kisi -talasemi heterozigottur ve her yil 200
bin B-talasemi hasta gocuk dogum oldugu sanilmaktadir (22). Ozellikle Yunanistan ve Italya’da
bu oran ¢ok yiiksektir. En yiiksek tastyicilik prevalansi Sardinya adasindadir (%11-34) (3,17).
Tiirkiye genelinde PB-talasemi tastyiciligt %2 olarak bildirilirken, genis bolgesel farklar dikkati
cekmektedir (%0.6-%10.8) (4). Ulkemizde 1.4 milyon tastyic1 ve 4500 civarinda talasemi hastasi
bulunmaktadir (5). Ulkemizde tasiyicilik prevalansinin bdlgelere gore dagilimi incelendiginde,
Bat1 Trakya go¢menleri ve Giiney Anadolu’da prevalansin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Talasemi tasiyiciligi, Izmir’de %2.7, Antalya’da %5.7, Denizli’de %3.6, Adana’da %3.9, Bati-
Trakya gd¢menlerinde ise %10.8 olarak bildirilmektedir (4,5,21).

[B-talasemiler klinik tablonun agirligina gére 3 ana grupta incelenir (1,3,4).

a) B-talasemi major (B-TM): B-talasemilerin en agir formudur. Agir anemi vardir. Diizenli

kan transflizyonu yasam igin gereklidir (1).

b) B-talasemi intermedia (B-TI): Zaman zaman semptomatik olan, infeksiyon, cerrahi vb.

nedenler disinda genellikle transfiizyon gerektirmeyen orta siddette anemisi olan hasta grubudur

(1.

¢) B-talasemi mindr (P -talasemi tasiyiciligi, talasemi trait): Genellikle asemptomatik olan
hastalarda, eritrosit morfolojisinde degisiklikler vardir. Siklikla toplum veya aile taramalari ile
tan1 konulur. Anemi yoktur veya ¢ok hafiftir.

2.1.1.1. B—Talasemi Major (Homozigot f talasemi)

Her iki B geni de talasemi mutasyonu tasiyor ise homozigot P—talasemi adi verilir.
Molekiiler defekt %5-30 civarinda B globin zincir sentezine izin veriyor ise B+ talasemi; 3 globin
zincir sentezine izin vermiyorsa BO talasemi’den soz edilir. Ulkemizde en sik goriilen IVS1-110
mutasyonu BO talasemi ve ikinci siklikla goriilen IVS1-6 (T-C) mutasyonu ise B+ talasemi

nedenidir. Bu durumda kisinin tasidigi molekiiler defektin siddeti, hastaligin klinik siddetinin

belirleyicisidir. B zincir sentezi ve kisinin heterozigot /homozigot olusu klinik agirlhigr etkiler.



Homozigot talasemi olgularinda hafif p-talasemi mutasyonu varlig1r ve/veya P-talasemi yanisira
a- talaseminin veya fetal Hb iiretimini arttiran y globin geni modulatorlerinin kalitilmis olmasi
daha hafif klinik gidise sahip “Talasemi Intermedia” fenotipine neden olmaktadir. Siddetli
molekiiler defekte sahip olgular ise “Talasemi Major” olarak tanimlanan siddetli hastaliga
sahiptir (4,5).

2.1.1.1.1. Fizyopatoloji

B-talasemide, B globin zincir iiretiminin azalmasi veya hi¢ yapilamamasi buna karsin o
zincir yapiminin normal diizeyde devami, o globin zincirinde relatif bir artmaya neden olur. o ve
B globin subiinitlerinin sentezindeki bu dengesizlik fizyopatolojideki temel olaydir. Artmis o
globin subiinitleri Hb tetrameri olusturamazlar. o zincirlerinin, oksijen tasima yetenegi olmadigi
gibi, solubiliteleride azdir. Artmis, stabil olmayan serbest o zincirleri dimer seklinde kemik
iligindeki eritroid oncii hiicrelerin i¢inde birikir ve membranina ¢okerler. Eritrosit membrani ¢ift
katlh bir lipid zar ve onun altinda onu destekleyen iskelet proteinlerinden yapilmistir. Bu iskelet
proteinleri spektrin, protein 4.1, protein 3, aktin ve glukoforinlerdir. B-talasemide biriken ve
coken o globin agregatlari, protein 4.1'in bazi aminoasitlerinin oksidasyonuna neden olup,
fonksiyonel ve yapisal anormalligine yol acarlar. Neticede normalde spektrinin, aktine
baglanmasini artiran protein 4.1, bu islevini yapamaz. Spektrin-aktin-protein 4.1 iligkisi bozulur
(1,11). Coken agregatlar, eritrosit membran ve organellerinde harabiyete ve eritrositin kemik iligi
icinde yikimina, eritroid prekiirsorlerin Oliimiine, ineffektif eritropoeze neden olmaktadirlar.
Homozigot [-talasemide kemik iligi normoblastlarmin %15-30'dan fazlas1 yikimdan
kurtulamamaktadir. Alfa zincirlerinin yarattig1 inkliizyonlar (Hemikromlar) eritroid kok
hiicrelerin iginde bile goriilmektedir (23,24). Eritroid hiicrelerin kemik iliginde yikimi yiiziinden
dolasimdaki hiicrelerde Slgiilen B/o  globin sentez orani, hastaligin agirlik derecesi ile tam
korelasyon gostermez. Ciinkii globin dengesizliginin ¢ok fazla oldugu hiicreler dolasima
gecemeden yikilmaktadirlar(11).

[ talasemide; B globin zincir iiretiminin eksikligi veya yoklugu, diger zincirleri igeren
Hb’lerin artis1 (HbA, ve HbF artmasi) ile telafi edilmeye calisilir. Fakat bu artiglar,  zincir
yoklugunu yeteri kadar tamamlayamaz ve baslica erigkin Hb’i olan HbA' nin eksikligi devam
eder. Yine globinle baglanmamis Hem ara iiriinlerinin ALA sentetaz enzimi tizerine feed back

inhibisyonu, Hb’nin eksik yapimina katkida bulunur. Sonucta fonksiyonel Hb tetramerlerinin



yapiminda azalmaya bagli olarak Hb seviyesi diiser ve hipokromi, mikrositoz, target hiicreleri ve
daha az siklikla gozyas1 hiicreleri, mikrosferositler meydana gelir (1).

Olgunlagmasini1 tamamlayarak periferik dolasima cikabilen eritrositler hem yogun olarak
inkliizyon cisimleri tasiyor olmalari nedeniyle, hem de serbest “hem”, alfa zincirlerinin ve demir
etkisiyle olusan serbest oksijen (radikalleri) tiirevlerinin yaptig1 patolojiler nedeniyle, dalakta ve
retikiiloendoteliyal sistem dokularinda yikima ugramaktadirlar. Eslesmemis o zincirleri direkt
yoldan veya olusturdugu oksidatif hasar nedeniyle eritrosit membraninin antijenik yapisinda
degisiklige yol agar. Bu antijenik yap1 degisikligi otoreaktif IgG antikorlari olusumuna neden
olmaktadir. IgG antikorlar1 o-antigalaktosit ile reaksiyona girer, membran igerigindeki sialik
asitte azalmayla, talasemik eritrositlerin dolasimdan temizlenmesine yardimeci olabilir (1). Demir
normalde membranda bulunmaz. Ama talasemide denature Hb ve membran kompleksi
“hemichrome” olustururlar (11). Bu hiicrelerin dalaktan gegisleri sirasinda degisik sekilli
eritrositler ortaya cikar (poikilositoz). Anormal eritrositlerin yikim yeri olan dalak, konjesyona
ugrar ve myeloid metaplazi ile beraber splenomegali gelisimi olur. Derin anemi ve olusan doku
hipoksisi eritropoetin {iretimini arttirarak kemik iliginin normalin 15-30 kat genislemesine,
kortikal incelmeyle ortaya ¢ikan tipik kemik deformitelerine ve mide-barsak limeninden demir
emiliminin artisina neden olur (6,19). Artmis demir emilimi ve kan transflizyonlartysa, asiri
demir birikimi ve bunun sonucu olan organ disfonksiyonlarindan sorumludur (5). Fetal hayatta
eritropoetik organlar olan dalak ve karacigerde eritroid aktiviteye katilirlar (1,3,17).

Sonug olarak B-talasemide globin zincir sentezindeki azalmaya bagl olarak; azalmis Hb
sentezi, artmis serbest globin zincirlerinin agregasyonu, ineffektif eritropoez ve ekstravaskiiler
hemoliz talaseminin fizyopatolojisini olusturur (1,13). Serbest alfa zinciri, klinik ve patolojik
olaylarla direk baglantilidir.

2.1.1.1.2. Klinik

TM olgularinda klinik bulgular kronik anemi, kemik iliginde genisleme, demir birikimi ve
kronik hemoliz ile iliskilidir. Dogumdan 3-6 ay sonra, derin hipokrom ve mikrositer anemi ve
kronik anemiye ait, solukluk, halsizlik, irritabilite, beslenememe, biliyiimede duraklama, yanisira
hepatosplenomegali ile iligkili olarak karin sisligi ilk bulgulardir. Hb diizeyleri ¢cogunda ilk alt1 ay
ile bir yil arasinda transfiizyon gerektirecek diizeylere iner. Uygun transfiizyon yapilmayan
hastalarda, kemik iliginin genislemesi sonucu, tipik talasemik yiiz goriiniimii (burun kokii

basiklig1, maksilla ve alin kemiklerinin ¢ikiklig1) ortaya ¢ikar. Bu kemik degisiklikleri kafa, uzun



kemik ve parmaklarda karakteristik radyolojik bulgular ile birliktedir. Vertebra ve uzun
kemiklerde kemik iligi genislemesine bagli incelmeden dolay1 kortekste spontan kiriklar olabilir.
Maksiller kemikteki deformitelere bagli olarak dental malokliizyonlar ile 1sirma ve cigneme
bozukluklar1 gelisir. Ineffektif eritropoez, hipogonadizm, hipoparatroidi, hipotroidi, folat
eksikligi, demir yiikii, yogun DFO tedavileri osteoporoza yol agan nedenler arasinda sayilabilir.
Demir asir1 yiikii, gastrointestinal sistemden demir hiperabsorbsiyonu ve eritrosit transfiizyonlari
ile olusur. Ciltte koyu renkli pigmentasyona ve yetersiz selasyon alan olgularda, genellikle ilk on
yildan sonra, basta kardiak fonksiyon bozuklugu olmak {izere, karacigerde portal fibroz ve siroza,
diyabet, hipotiroidi, hipoparatiroidi, biliylime ve gelisme geriligi gibi endokrin disfonksiyonlara
neden olur. Epistaksis ve hemostatik diger problemler KC fonksiyonlarindaki bozulmaya bagl
olarak gelisir ve daha ¢ok koagiilasyon faktorleri sentez bozuklugu sonucu olusur. Renal tubuler
dilatasyona bagli bobreklerde biiyiime, orta derecede proteiniiri ve mikroskopik hematiiri,
interstisyel nefrit, demir depolanmasina bagl olarak meydana gelmektedir. Biiylik yaslardaki
hastalarda safra taslari, kolesistit ve diyare olusabilir (4,6). Oliim yasamin 2. ve 3. dekatlarinda
konjestif kalp yetmezligi ve kardiak aritmilerle beraber olup (1, 25), kalpte demir birikimi halen
6liimlerin %70’inden sorumludur (26).

2.1.1.1.3. Laboratuvar

Anemi ilk bulgudur ve kan tranflizyonu yapilmamis hastalarda hemoglobin konsantrasyonu
2.5-6.5 g/dl civarindadir. Anemi; hipokrom (MCHC:23-32 g/dl), mikrositer (MCV:48-72 fl)
ozelliktedir. Anizositoz ¢ok belirgindir. Eritrosit ¢aplart 3-15 um gibi degiskenlik gosterir.
Cogunlukla siddetli hemoliz sonucu, dolasimdaki normoblastlar nedeniyle tam kan sayiminda
yalanc1 bir l0kositoz vardir. Normoblast sayisi fazla oldugu halde, retikiilosit yiizdesi
beklenenden azdir. Retikiilosit % 5-15 arasi degiskenlik gosterir. Retikulositoza siddetli
hemolitik anemi ile iligkili diger biyokimyasal gostergeler (LDH artis1, indirek hiperbilirubinemi
ve haptoglobin azalmasi) eslik eder. Serum demiri 6nemli oranda artmis, demir baglama
kapasitesi ise hafif¢ce artmistir. Transferin satiirasyonu %80’nin {iizerindedir (1,5). Trombosit
sayist normal veya artmistir. Periferik kan yaymasinda, belirgin anizositoz, poikilositoz,
polikromazi, hedef hiicreler, géz yas1 damlasi hiicreler, normoblastlar, eliptositler ve pargalanmig
anormal sekiller bulunur. Hipokromi ¢ok belirgindir ancak mikrositoz kan yaymasinda her zaman
cok acik olmayabilir. Bazofilik noktalanma ve Pappenheimer cisimleri bulunur. Hastaligin

genotipik siddetine gore, Hb elektroforezinde HbA ya hi¢ yoktur ve yerini HbF’e (%98) ve Hb



Az’ye (%2) birakmustir (B° talasemilerde) ya da daha ilimhi genotipik ozellik tasiyan olgularda
oldugu gibi HbF (%70-80) ve HbA, (%2) yamsira bir miktar HbA (%10-20) (B* talasemi)
bulunur. Talasemi intermedia olgularinda HbF diizeyleri % 20-40 civarinda olabilir. Kemik iligi
hiperselliilerdir ve eritroid hiperplazi (E/M:20/1) saptanir (1). Eritrosit prekiirsorleri metil viole
ile boyandiginda oa-zincir presipitat inkliizyonlar1 goriilebilir. f-TM’ilin kesin laboratuvar tanisi
rutinde yapilmayan, kemik iligi veya periferik kan retikiilositlerinde globin biyosentetik oranina
bakmaktir (1).

2.1.1.1.4. Tedavi

Klasik tedavi yaklagimi eritrosit transflizyonu, demir selasyonu ve splenektomiden olusur.
Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu ileri tedavi yaklagimlarindandir (27).

Eritrosit transflizyonu: TM’lii hastalarin yasam siireleri ve kaliteleri 1960’larda uygulanan
diizenli kan transflizyonu ile artmistir (28). Diizenli transfiizyon programi ile; aneminin
diizeltilmesi, ineffektif eritropoezin baskilanmasi, gastrointestinal demir emiliminin inhibisyonu
amaclanir. Yine splenomegali, gelisme geriligi ve kemik deformasyonlar1 gibi komplikasyonlar
engellenir. Transfiizyon oOncesi Hb’i 10g/dl (hipertransfiizyon) ve 12g/dl (siipertransfiizyon)
tutacak sekilde transfiizyonlar amaca ulastiran transfiizyon programlari olmasia ragmen asiri
demir birikimi dezavantajiyla beraberdir (29-31). Transfiizyon dncesi Hb>9-9.5g/dl tutacak 1limli
transflizyon rejimleri daha az demir birikimi ile beraber normalin 2-3 kat ilik baskilanmas1 saglar
(29). Beta talasemi majorlii olgulara, transfiizyon 6ncesi Hb diizeyleri 9,5-11,5 g/dl olacak
sekilde, 3-5 hafta araliklarla, ABO-Rh(D) uygun lokositten fakir, log4 filtre ile eritrosit
stispansiyonu 10-20 ml/kg dozda ve 2 saat iginde verilir (1). Transflizyon Oncesi periferik
yaymada her 100 BK sayisina karsilik c¢ekirdekli eritrosit sayist 5’in altinda, normal gelisme
saglanmig ve yillik kemik grafileri takibinde kemik iligi alan1 genislememis ise transfiizyon
uygulamasi basarili kabul edilir (32).

Transflizyon reaksiyonlari, demir yiiklenmesi ve transfiizyonla bulagsan enfeksiyonlar
onemli transflizyon komplikasyonlarindan sayilabilir. Alloimmiinizasyon hastalarn %20-
30‘unda ve genelde 3 yasin ilizerinde transflizyona baslayan olgularda, minor kan grup
antijenlerine bagl olarak gelisebilir. Bu yiizden hastalarin ABO-Rh(D) disinda Rh subgrup
(CcEe) ve Kell uygun kan almalar1 6nerilir (1,33).

Transfiizyon programindaki hastalarin 3 ayda bir boy, kilo, KC fonksiyon testleri, bilirubin,

LDH, ferritin diizeyleri olgiilmelidir (1). Ayn1 zamanda hepatit A ve B virus asilar1 ile asilama



programina alinmali; Hepatit (A, B, C) ve HIV serolojisi 6 ayda bir kontrol edilmelidir. Son
yillarda talasemik hastalarda transfiizyon sikligin1 ve demir yiikiinii azaltmak amaciyla, neosit
transflizyonu, exchange transfiizyon, yapay kan gibi yenilikler {izerinde durulmaktadir (34-36).

Demir yiiklenmesi uzamis transfiizyon tedavisinin istenmeyen ve ciddi bir
komplikasyonudur. Ciinkii her eritrosit siispansiyonunda 200-250 mg demir vardir.
Viicudumuzda biriken demirin atilimimi diizenleyen bir mekanizma yoktur (37). Transflizyonlarla
kazanilan demir 6nce kemik iligi ve RES makrofajlar1 tarafindan depolanir. Bu kapasite dolunca
demir, makrofajlardan plazma transferrinine ve ardindan parankim hiicrelerine gegerek doku
hasarii olusturur (37). Demir selasyon tedavisiyle, demir yiikiinlin toksik etkisinin olmadigi
giivenli doku demir seviyelerinde siirdiirmek ve asir1 demiri detoksifiye ederek organizmay1
demir toksisitesinden korumak amaclanir (37). Demir selasyonu, diizenli transfiizyon 1. yilimi
doldurdugunda ve/veya 10-12 transflizyon sonrasinda ve/veya serum ferritini 1000 pg/L
diizeylerine ulastiginda ve/veya karaciger demir yogunlugu 3.2 mg/g’a ulastiginda baslatilir
(29,37). Selasyon tedavisi; serum ferritin diizeyi, R2 MRI ile KC demiri ve T2* MRI ile kardiak
demirin belirli araliklarla 6l¢iimii ile takib edilir. Fe™ afinitesi yiiksek, metabolizmas: yavas,
selasyon etkinligi yiiksek, doku penetrasyonu iyi, negatif demir dengesi saglayan ve toksik
olmayan selator, iyi bir demir selatoriidiir (37).

Desferrioksamin(DFO), demire karst Onemli affinitesi olan kompleks bir
hidroksilamin’dir (1). Hiicre icine girer, demiri baglar, serum ve safrada demir bagh ferroksamin
formunda bulunarak atilir. 30-40 mg/kg dozda, desferrioksamin pompasi ile 8-12 saatte subkutan
inflizyon yoluyla genelde geceleri haftanin 5-7 giinii, infiizyondan hemen o6nce 100 mg C
vitamini ile beraber uygulanir (1, 2). Terapdtik indeks <0.025 ve ferritin degerlerini 1000-1500
pg/L diizeyinde tutacak sekilde uygulanmasi gereklidir (37, 38). Parenteral uygulanmasi hasta
uyumu agisindan dezavantajdir. Retinopati, isitme kaybi, kemik/kartilaj displazisi ciddi yan

etkilerindendir.

Deferipron (DFO), lilkemizde 2004 yilindan itibaren “Standart tedavinin yetersiz kaldig,
tolere edilemedigi veya kabul edilemez oldugu demir yiikiiniin tedavisi” nde 75-100 mg/kg/giin 3
dozda kullanilabilen oral demir selatoriidiir (37). Giiniimiizde oral DFP’nun kalp dokusuna
gecisinin daha iyl ve demir yiikiiniin giderilmesinde daha etkili bir preparat oldugu kabul
edilmektedir. Bu bulgu, oliimlerin ¢ogunun kardiyak komplikasyonlara bagli olan talasemili

hastalar i¢in oldukca dnemlidir. Soliisyon formu bulunmadigindan 6 yas alt1 cocuklarda deneyim
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simirhdir. En sik yan etkisi bulant1 ve kusmadir (39). En ciddi yan etkisi ise, genellikle tedavinin
ilk aylarinda ve splenektomili olmayan olgularda daha sik tanimlanan ve ilacin birakilmasi ile
gerileyen agranulositozdur (37,40). Bu yan etki 7-10 giin aralarla hemogram izlemini gerekli
kilar (5).

Kombine Tedavi: Klinik ¢alismalar DFO ve DFP’un sinerjik olduklar1 ve beraber
kullanildiklarinda daha etkin sonug¢ alinabilecegini gostermistir (41). Bu etki “shuttle” etkisi ile
aciklanmaktadir: DFP lipofilik 6zelligi nedeniyle dokulara kolayca penetre olmakta demiri
baglayarak kan dolasiminda bulunan DFO’e aktarmaktadir. DFP tek basina kullanildiginda
plazmada bagli demir gecici olarak artmakta, DFO eklenmesi ile DFP ile bagli olan demir DFO
aktarilarak daha etkin bir selasyon yapilabilmektedir (42). Bu yiizden DFO’ya uyumsuz, DFP’nin
tek basina etkin olmadigi, demir yiikiiniin hizla azaltilmasi gereken (kok hiicre transplamtasyonu
oncesi) hastalara 6zellikle 6nerilmelidir.

Deferasirox, 2005 yilinda itibaren, suda eriyebilen formuyla 2 yas ve iizeri transflizyonel
hemosideroz olgularinda, 20-30 mg/kg/giin baslangic dozunda ve giinde bir kez alinan oral
demir selatoriidiir. Kullanim1 sirasinda serum kreatinin diizeylerinin ayda bir kez izlemi, renal
toksisite izlemi acisindan uygundur. Deferasirox’un Fe™ affinitesi yiiksektir. 2 deferasirox
molekiilii bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini baglayabilir. Deferasirox, desferrioksamine
gore lipofilik, daha kiiclik molekiil agirhigina sahip olup, kalp hiicrelerinden demiri daha iyi
uzaklastirdig1 gosterilmistir (37,43).

Splenektomi: Splenektomi agir B-talasemili hastalarin tedavisinde siklikla kullanilir
(1,2,17). Masif splenomegalili, 16kopeni ve trombositopenisi olan, minimum Hb:9-9.5 gr/dl’yi
saglamak i¢in yillik kan tiiketimi 200-250 ml/kg’1 asan 5 yasin iizerindeki olgularda splenektomi
onerilir (1,29,44). Talasemi intermedia olgularindaysa dalak boyutlarinin >7 cm olmas1 ve/veya
Hb seviyelerinde diisiis splenektomi endikasyonudur. Splenektomiden 4-6 hafta Once
N.meningitidis, S.pneumoniae ve H.influenzae asilar1 yapilmali ve splenektomi sonrasi en az 2

yil ve >16 yasa kadar penisilin profilaksisi baslatilmalidir (5).

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu: TM olgularina hastaliksiz yasam sunan tek
sagaltim seklidir. Talasemi majorlu hastalarda ilk kemik iligi nakli 1981 yilinda Thomas ve
ark.lar1 tarafindan gerceklestirilmistir (5). HLA tam uygun kardes veya tam uygun aile i¢i vericisi
olan her talasemili hastaya en erken donemde hematopoetik kok hiicre transplantasyonu

uygulanmalidir. Hepatomegali (kosta kenarinda 2 cm ‘den daha fazla), karaciger fibrozisi ve asir1
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demir yiikii bulunmamas1 (Pesaro kriterleri) transplant basarisinin belirleyicisidir. Toksisiteden
erken 0lim ve graft versus host hastalig1 orani genclerde hepatik disfonksiyon yoksa diistiktiir
(%10°dan az). Yine transplant sonras1t mikst kimerizm olasilig1 ve demir yiikii agisindan olgular
takip  edilmelidir. Bugiin i¢in hastalifin tek kesin tedavi yontemi allogenik kok hiicre
transplantasyonu olmasina ragmen, gelecekte genetik miihendislik ile yapilabilecek gen tedavileri
sayesinde hastalik i¢in kesin kiir saglanabilecektir (45).

2.1.1.1.5. Prognoz

Hastanin uygun transflizyon ve diizenli selasyon tedavisi alip almamasi ile yakindan
iligkilidir. Uygun transfiizyon ve selasyon tedavisi almayan hastalar ¢ok erken yaslarda anemi,
kalp yetmezligi veya KC yetmezliginden kaybedilir. 1960-1976 yillar1 arasinda sadece
konvansiyonel transfiizyon ile hastalarda ortalama yasam 17 yil, hipertransfiizyon ve diizgiin
selasyon tedavisi ile 31 yil olarak saptanmistir (17). Talasemi majorlii hastalarda en sik 6liim
nedeni kalp yetmezligidir. Kan transfiizyonlar1 ile Hb diizeyi normal diizeylerde tutularak
kalpteki biliylime azaltilabilir. Fakat tekrarlayan transfiizyonlara bagli olarak hayatin ikinci on
yilinda kardiak hemosiderozis sonucu kardiyak problemler 6n sathaya geg¢mekte, aritmi ve
direncli kalp yetmezliginden dolay1 hastalar kaybedilebilmektedirler (3,17).

2.1.1.1.6. Talasemi kontrol programi ( Tasiyicilarin saptanmasi ve prenatal tani)

Homozigot talasemi olgularinin agir morbidite ve erken mortalite 6zelligi, sagaltim
maliyetlerinin yiiksekligi, buna karsin tasiyicilarin ise basit hematolojik testlerle saptanabilir
olusu, bu genetik hastaligin toplum temelinde eradikasyonuna olanak saglamaktadir. Bu 2 temel

yaklasimla gerceklestirilir (5).

a) Evlenecek olan ¢iftlerin, talasemi tasiyiciligi acisindan taranmalar1 ve her ikisinin de
tastyict oldugu ( risk altindaki ) ¢iftlerin belirlenmesi. Bu tarama ¢alismasi, MCV<80 fl ve OEHb
< 27 pg olan olgularin Hb elektroforezi ile HbAz, HbF ve anormal Hb’ler i¢in degerlendirilmesi

seklinde gergeklestirilir (5).

b) Risk altindaki ¢iftlere, genetik danigma verilmesi ve ¢ocuk sahibi olmak istediklerinde
prenatal tani onerilmesi. Talasemilerde basarili ilk prenatal tan1 1975 yilinda Kan ve ark.lar
tarafindan fetal kanda globin sentez oranlarinin gosterilmesi ile gerceklestirilmistir (46). Risk
altindaki ciftlerde, hasta ¢ocuk sahibi olma olasiligi, her gebelikte %25’tir. Risk altindaki ciftler
bebek sahibi olmak istediklerinde dnce molekiiler genetik (DNA) analizi yapilir ve tasidiklari
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mutasyon saptanir. Talasemilerde prenatal tan1 amaciyla gebeligin 18-20. haftalarinda fiberoptik
fetoskoplar kullanilarak fetal umblikal venden alinan kan 6rneklerinde ., 3, y-globin biyosentez
oranlar1 incelenmektedir (3). Gebeligin 15-17. (16-18) haftalarinda amniyositlerden, 9-11. (8-12)
haftalarinda koryonik villus biyopsisi ile alinan 6rneklerden fetal DNA ¢alismalari yapilmaktadir
(1,3). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak yapilan fetal DNA calismasiyla 1-3.
giinde spesifik tan1 konulmaktadir. PCR yontemi ile maternal kanda fetal kokenli cekirdekli
eritrositlerde de genetik markerler aranabilir (3). Yine DNA analizi yontemi ile fetusun anne ve
babanin mutasyonlarini tasiyip/tasimadigi yani hasta olup/olmadigi saptanir. Fetusun hasta
oldugunun saptanmasi durumunda aileye tibbi abortus oOnerilir. Fetus tamamen normal (%25)

veya sadece tastyici (%50) ise dogum beklenir.

2.1.1.2. B-Talasemi intermedia

Homozigot B-talasemilerin yaklasik %10 kadarinda klinik seyir B-TM’den daha hafif ve
talasemi tastyicilarindan daha agirdir. B-talasemi intermedia (TT) ad1 verilen bu grupta periferik
kan bulgular1 ve eritrosit indeksleri B-TM’ de oldugu gibidir (4). Hb elektroforezinde HbA, HbF
ve HbA, seviyeleri degiskenlik gostermektedir. Genellikle 2 yasindan sonra tani alirlar, klinik
olarak aneminin siddeti daha ilimhdir (Hb:7-7,5/dl1 ve iizerinde). Klinik, hematolojik ve
molekiiler calismalar ile TM/TI ayirict tanist baglangicta yapilmali gereksiz transflizyon ve
komplikasyonlarindan bdylelikle korunulmalidir. B-TI’l1 olgular genelde diizenli transflizyon
gereksinimi olmaksizin normal bilylime ve gelismelerini siirdiirebilirler (6). Bazi B-TI'l1 olgular
ise kardiyomegali, osteoporoz, kirik, artrit, splenomegali ve hipersplenizm gibi komplikasyonlara
maruz kalabilmektedir. Yasamin ikinci 10 yilinda safra taslari, ge¢ addlesan ve daha sonraki
donemlerde transflizyon almayan hastalarda bacak iilserleri gdzlenebilmektedir. Aneminin
derecesi hipersplenizm, enfeksiyon varligi veya folat eksikligi gibi nedenlerle agirlasmakta ve
cok degiskenlik gostermektedir. Parvovirus B19 veya diger enfeksiyonlara bagli aplastik krizler
olabilmekte ve buna bagl olarak da hayati tehdit eden anemi goriilebilmektedir. Daha hafif klinik
gidise karsin, bu olgularda da hepatosplenomegali, kemik degisiklikleri, intestinal demir
emiliminin yiiksek olusu nedeniyle asirt demir yiikii ve iliskili organ disfonksiyonlar1 olusabilir.
Sekonder hipersplenizm gozlenen hastalarda splenektomi sonrasinda anemilerin derecesinde

diizelme olup kan transfiizyon gereksinimleri ortadan kalkabilmektedir. Bu komplikasyonlar
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TM’deki gibi Hb seviyesini normal diizeylerde idame ettirip endojen eritropoezi siiprese edecek

sekilde transflizyon programlari ile 6nlenebilmektedir (4-6).

2.1.1.3. B-Talasemi Minor (p -talasemi tasiyicihigl, talasemi trait)

Iki B globin geninin sadece birinin defektif oldugu bireyler B-talasemi tasiyicisi olarak

0
tamimlanan heterozigot B veya B’ talasemi olgularidir. Talasemi tasiyicilar1 tamamen saglikli
bireyler iken hemogramlarinda hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, target hiicreleri ve
bazofilik noktalanma olabilir. Bu 6zellikleri nedeniyle toplumdaki en sik hipokrom mikrositer

anemi nedeni olan demir eksikligi ile ayirici taniya gereksinim gostermektedirler (Tablo 2 ) (5).

Tablo 2. B-talasemi tasiyiciligi ve demir eksikligi anemisi ayirici tanisi (5).

Anemi Eritrosit Hb MCV OEHb RDW MI
Demir Eksikligi N/ | AN ! ! >14 >13
B-Talasemi tasiyici ) N/| N N <14 <13

MI: MCV / Eritrosit say1st

Ayni zamanda, demir eksikligi anemisinde serum ferritin veya transferrin satiirasyonu, j3-
talasemi tastyiciliginda ise Hb elektroforezi (6zellikle HbA, diizeyi ol¢iimii) ayirict tanida
onemlidir (5). B-talasemi tasiyiciliginda, yasamin 6. ayindan sonra Hb elektroforezi ile olgiilen
HbA’nin %90-95’lere indigi, HbA2 diizeyinin (>% 3.5-4) oldugu goriiliir (2,5). Bu olgularin
yaklasik %50’sinde HbF degerleri normal veya hafif¢e yiiksektir (HbF %1-5). 6P talasemi ve

herediter persistan fetal hemoglobin tasiyicilarinda ise, HbA2 diizeyleri normal iken HbF

diizeyleri sirastyla %2-10 ve %10-40 arasinda degismektedir (2).

2.1.2. a-Talasemiler

Alfa globin zinciri yapimi sorumlulugu 16 nolu kromozom {iizerindeki gen kiimesindedir.
Alfa talasemi, alfa globin genlerinin delesyonu sonucu ortaya ¢ikar ve normal olarak her kiside
iki 16 kromozom ve 4 alfa geni oldugu diisiiniiliir ise delesyon bu genlerin birinde, ikisinde,
iciinde veya dordiinde olusabilir (4,13). B-talasemiden farkli olarak intraiiterin donemde de

mevcut olup, cogunlugu hafif sekildedir ve eriskin heterozigotlarda bulgu yoktur (14).
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Hastaligin agirligi etkilenen alfa geni sayisi ile dogru orantilidir.

a) Sessiz (hafif) alfa talasemi tasiyicihigr (alfa talasemi-2): Dort alfa geninden birinde
parsiyel veya tama yakin delesyon veya fonksiyonel bozukluk vardir (-o/oc). Bu hastalar
genellikle klinik veya hematolojik olarak tamamen normal olup semptomlari olmaz. HbH’li
hastalarin aile incelemesi sirasinda tespit edilirler. Yenidogan devresinde kordon kaninda % 2-5
oraninda Hb Barts tespit edilir. Bu da ilk ii¢ aydan sonra kaybolur. Yenidogan devresi disinda
bunlarin tesbiti ancak in-vitro Hb zincir sentezi ve DNA ¢alismalari iledir (4). Bu genin anti- orak
hiicre geni oldugu diisiiniilmektedir. Clinkii gizli alfa talasemi tasiyicist olan homozigot orak
hiicre anemililerde hastalik hafif seyretmektedir (14).

b) Agir alfa talasemi tasiyicihgl veya alfa talasemi-1: Ayni kromozom iizerinde iki
veya farkli kromozom iizerinde birer alfa geninde parsiyel veya tama yakin delesyon veya
fonksiyonel bozukluk vardir (-a/-a; --/ o). Beta talasemi tasiyicilarinda goriilen hematolojik
bulgulara benzer bulgular goézlenir. Bu hastalarda anemi yoktur ama periferik kan yaymasinda
eritrositlerde hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi ve bazofilik
noktalanma vardir. HbA, ve HbF diizeyleri normaldir. MCV diisiiktiir. Yenidogan devresinde
%5- 10 Hb Barts vardir, fakat alt1 aydan sonra goriilmez. Bu durumun hastalar acisindan en
onemli sikintis1 teshis amaciyla uygulanan bir cok test ve zaman kaybidir. In vitro Hb zincir
sentezi ve DNA calismalar1 ile kesin tam1 konur. Iki alfa talasemi-1 tasiyict (--/ ao) bireyin
evlenmesi %25 oraninda letal homozigot hastalik olusturabilir (4,14).

¢) HbH hastahgi: (--/-o). Dort alfa geninden iiclinde parsiyel veya tam fonksiyonel
bozukluk vardir. HbH hastaliginda klinik bulgular TI’ya benzer. Hastalarin hafif
splenomegalileri, sariliklar1 vardir. Periferik kan yaymalarinda eritrositlerde hipokromi,
mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi ve target hiicreleri vardir. Supravital boyalarla
eritrosit iginde B globin zincirlerinin olusturdugu inkliizyonlar goriiliir. Yenidogan devresinde Hb
elektroforezinde % 20-40 oraninda Hb Barts gozlenir. Daha sonra bunun yerini % 5-30 oraninda
HbH alir. In vitro Hb zincir sentezinde alfa zincir sentezinde azalma goriilmesiyle ve DNA
caligmalar ile kesin tan1 konur (4).Tedavide aralikli transfiizyon ve folik asit destegi yapilir.

d) Hidrops fetalis: (--/--) a-talaseminin en agir formudur. Dort alfa geninin dérdiinde de
tam veya kismi delesyon veya fonksiyon kaybi ile Hb Barts’a bagl hidrops fetalis olusturur. Hb
Barts’in oksijene olan affinitesinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle dokulara oksijen ge¢isi olmaz,

fetuslar genellikle hipoksiye bagli 6lii dogarlar (4).
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2.2. Oksidatif Stres ve Total Antioksidan Kapasite

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bdlgede belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler halinde bulunurlar (8). Serbest radikaller; radikal olmayan bir atom
veya molekiilden bir elektron ¢ikmasi veya ilavesi sonucu elektron ¢iftinin dengesinin
bozulmasiyla olusan, dis yoriingesinde eslesmemis elektron tasiyan, organik ve inorganik
molekiiller ile reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yliksek oranda reaktif kisa Omiirlii
bilesiklerdir (47). Normal metabolizma sirasinda ya da patolojik intra ve ekstraselliiler olaylarla
ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkileri oksidatif stres olarak adlandirilir. Bu radikaller ortamdan
uzaklastirilmadigi taktirde, enzim ve proteinleri inaktive ederek (kovalent baglanma teorisi) veya
serbest radikalin kendisi primer olarak (serbest radikal teorisi) hiicre hasarna veya dliimiine
neden olabilirler (47). Sonugta serbest radikaller erken yaslanma, kanser, otoimmun hastaliklar,

enflamatuar hastaliklar gibi bir¢ok hastaliklarin etyopatogenezinde suglanmaktadirlar (48-50).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijenden zengin atmosferde yasariz ve oksijen birgok metabolik aktivite i¢in gereklidir.
Aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati 6neme sahip oksijen, yer
aldig1 biyokimyasal tepkimelerde gerceklesen enzim inhibisyonlart ve olusan oksijen
radikalleriyle toksik etki de yapabilmektedir (8, 50-52 ). Oksijen radikalleri, biyolojik sistemlerde
meydana gelen serbest radikallerin en onemlisidir. Serbest oksijen radikalleri, normal hiicre
metabolizmasinda  oksijen iceren  bircok  biyokimyasal indirgenme  reaksiyonlari

(mitokondrilerdeki oksijenli solunum gibi) sonucunda olusabilmektedir (50- 53) (Tablo 3).
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Tablo 3 : Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklar1 (8,54).

I - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
I - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksigenaz
c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 -Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil,
endotelyal hiicreler)
6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara

III - Yaslanma stireci

Viicutta iretilen radikaller her zaman zararli olarak goriilmemelidir. Oksijenin
biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi igin reaktif formlarma cevrilmesi zorunludur. Ornegin,

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin ve eikozanoidler
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gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ¢ok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimleri ve
sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi elzem bir kosuldur (53).

En Onemli Serbest Oksijen Radikalleri; O,  (Siiperoksit) Radikali, H,O, (Hidrojen
Peroksit), HO™ (Hidroksil Radikali) ve Singlet Oksijen’dir (OZN). Bunlarin disinda; HOCI
(Hipoklorid), ROO" (Peroksil radikali), RCOO" (Organik peroksit radikali), HO, (Perhidroksil
radikali), RO (Alkoksil radikali) gibi reaktif oksijen tiirevleri sayilabilir.

2.2.1.1.Siiperoksit Radikali

Molekiiler oksijenin (O;) bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan Oy"
radikali olusur (O, + ¢ — Oy ). HyO; kaynagi olup canlilarda olustugu ilk gdsterilen serbest
radikal tiirevidir. Hiicre dis1 ortamda endotel hiicreleri, lenfositler, trombositler, fibroblastlar ve
diger hiicreler tarafindan normal hiicresel reaksiyonlar sonrasi ortaya ¢ikan zayif bir oksidan olan
O, nin kendi bagina 6nemli hiicre hasarlarma yol agmasi miimkiin goriilmemektedir (8). Ancak
stiperoksit radikalleri oksitleyici ve metal iyonlar1 rediikleyici etkisi ile oksidatif strese yol
acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baglatabilir. Aktive edilen fagositik 16kositlerden bol miktarda
stiperoksit iiretilerek, fagozom igine ve bulunduklar1 ortama verilebilir. Antibakteriyel etki i¢in
gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatabilmektedir [50, 51, 53,
55).

2.2.1.2.Hidrojen Peroksit

O, e bir elektron eklenirse (siiperoksit dismutasyonu) veya oksijenin direkt olarak
indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Dismutasyon spontan olarak veya Siiperoksit Dismutaz
(SOD) enzimi aracihigiyla katalizle olabilir (2 O,” + 2 H' — 0O, + H,0, ). Metal iyonlarinin
varliginda hidroksil radikallerinin olusumuna neden olmasindan dolay1 radikal olmamakla
birlikte reaktif oksijen kategorisine sokulur (47,56).

Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri sitoplazmaya gore daha asidiktir ve
stiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksid radikalini olusturabilmektedir.
Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gegip hiicreler iizerinde bazi fizyolojik rollere sahip
olabilir. Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarin1 olusturmaktadir. Bu formdaki
demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi

radikal tepkimeleri baslatabilmektedir (47,51,53).
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Notrofiller tarafindan kullanilan antibakteriyal savunma mekanizmasi myeloperoksidaz
enzimidir. Hidrojen peroksit myeloperoksidaz enzimi araciligiyla reaksiyona girerek giiclii bir
antibakteriyal ajan olan hipoklorik asidi olusturur. infeksiydz ajanlarla savas igin gerekli olan
radikaller kan hiicreleri tarafindan asir1 salgilanacak olurlarsa bu kez yarar yerine zararli olmaya
baglarlar (8).

2.2.1.3.Hidroksil Radikali

En tehlikeli reaktif oksijen radikalidir. Normal biyolojik fonksiyonlarda da
kullanilmaktadir. Fagositoz ve g¢esitli enzimatik katalizlerde iiretilmektedir (51,53,57). Ana
olusum yollart;

a) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe™ ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co,

Ni, Mo) varliginda indirgenerek HO" radikali olusur (Fe™ + H,0, — Fe™ + HO + OH").

b) Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini
olusturur (reaksiyon bakir ve demir tarafindan katalizlenir) (O," + H,O,+ H — O,+

H,O0+ HO").

¢) Dokular gamma radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre igcindeki su
tarafindan absorbe edilmekte ve radyasyon, oksijen ile hidrojen arasinda kovalent baga
neden olmaktadir (H,O (X veyayisini) > H + HO).

d) H,O;’nin UV 1s181na maruz kalmasi ile de hidroksil radikali olusabilmektedir (H,O, — 2

HO") (53).

Hidroksil radikali biyolojik makromolekiilerin biitiin tiirlerine atak yaparak, DNA’nin
pirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesebilmekte, DNA sarmalinda kirilmalara, enzim
inaktivasyonuna neden olabilmektedir (47, 58). Lipid peroksidasyonu, hidroksil radikali ile

olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasardir (51,53).
2.2.1.4. Singlet Oksijen

Oksijenin uyarilmis sekli “singlet oksijen” olarak adlandirilir. Normal oksijenden ¢ok
daha hizli bir biyolojik molekiildiir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek bir oksijen tiiriidiir. Singlet O, ,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde
olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siiperoksit radikalinin

dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir.
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Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksil radikalini olusturmakta ve

hidroksil radikali kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu olusturabilmektedir (53).

2.2.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicrelere Olan Zararh Etkileri

Serbest radikaller; hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.
Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler. DNA'y1 tahrip ederler. Mitokondrilerdeki aerobik
solunumu bozarlar. Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz,
indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler.
Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar. Trombosit agregasyonunu arttirirlar. Dokulara fagosit
toplanmasint  kolaylastirirlar. Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma

enzimlerini ve transmitterleri yikarlar (8).
2.2.2.1. Membranlarin Lipid Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikallerin en 6nemli etkileri lipidler iizerine olup, lipidlerin oksidatif
modifikasyonunu katalizlerler. Biyomembranlar, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
hiicre i¢i organellerin membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilmekte, dolayisi ile hiicre
ve organel zarlarinda oksidatif hasarlara neden olabilmektedir (47).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin metilen grubundan
bir hidrojen atomunu ¢ikarmak i¢in yaptiklari atakla baslamakta ve zincir reaksiyonu seklinde
ilerlemektedir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini
olusturur. Peroksiradikal, elektronlar1 ve diger duyarli yag asitlerini alarak lipid radikal ve lipid
hidroperoksitleri olusturur. Lipit peroksitleri hiicre zarlarinin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu
gibi gecis metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu
tuzlar1 lipit peroksidasyonunu hizlandirir (8). Sonugta hiicre zarmin akiskanligini ve
permabilitesini azaltarak geri donilisiimsiiz olarak zar biitiinliigliniin bozulmasina yol acarlar.
Permeabilite 6zelliklerinin degismesi anormal Ca'™ girisine yol acarak hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina ve oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasina yol agabilmektedir. Lizozomal
membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden olur.

Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin yanisira duyarli aminoasit
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kalintilarin1 okside eder veya polimeraz zincir reaksiyonlartyla enzimleri inaktive edebilirler (59-
62).

Peroksiradikali, poliansatiire yag asidi molekiillerini okside edebilmekte, radikallerin ve
aldehidlerin olusmasina neden olan hidroperoksitlerin meydana gelmesini saglayabilmektedir. Bu
maddelerin yikilmasi sirasinda olusan aldehidler uzun Omiirlii olduklarindan hiicre hasarinin
yayilmasina neden olabilmektedirler. Aldehidler arasinda en iyi bilinen sitotoksik iiriin ii¢ veya
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan malondialdehitdir (MDA)
(53). MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir, ancak lipid
peroksidasyonunun derecesi ile korelasyon gdsteren son iirlindiir. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna sebep olmaktadir. Bunun
sonucunda da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin

agregasyonu gibi intrinsik membran 6zellikleri degismektedir (53, 63].

2.2.2.2. Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu:

Proteinler, serbest radikal hasarina duyarli molekiillerdir. Proteinlerin, siilfhidril veya
amino gruplariyla serbest radikallerin etkilesmesi sonucu protein molekiillerinin yapisi
degismekte amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu, agregasyonu veya
capraz baglanmalar1 gibi hasarlar meydana gelebilmektedir (59, 64). Proteinin temel yapisindaki
degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize hassasiyete yol agabilir. Radikaller, membran
proteinleri ile reaksiyona girebilirler. Enzim, ndrotransmitter ve reseptdr proteinlerinin
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler (59, 65). Hem proteinleri de serbest radikallerden
onemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H,O, ile reaksiyonu

methemoglobin olusumuna sebep olur (53, 59, 63).

2.2.2.3. Karbonhidratlara Etkileri:

Monosakkaritlerin otooksidasyonu ile viicudumuzda H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelmektedir (53). Serbest radikallerin goziin vitroz sivisinda bol miktarda bulunan
hyaliironik aside oksidatif hasar1 katarakta zemin hazirlarken; eklem sinovial sivisina gecen
notrofillerden extraselliiler siviya salinan H,O; ve O,, bu bolgedeki hyaliironik asidi pargalayarak

enflamatuar eklem hastaliklar1 olusumuna katkida bulunmaktadir (53, 66).
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2.2.2.4. Oksidatif Stres ve DNA Lezyonlari:
Proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi DNA’da kimyasal-oksidatif hasara

ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin giinde 103 kez oksidatif hasara
maruz kaldig1 one siiriilmiistiir (50). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, cok
diisiik diizeylerde hasar saglikli bireylerde de saptanmaktadir. Antioksidan enzim diizeylerindeki
azalma, DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol
acmaktadir. DNA’da tek ve cift dal kiriklari, kontrolsiiz baz dizilimi, baz modifikasyonlari,
DNA-protein arasinda ¢apraz baglanma oksidatif hasarlarla olabilir (50,67,68). Bu oksidatif DNA
hasarlar1 mutasyonlara, kanserogenezise ve yaslanmaya yol agabilir (69).

Serbest radikaller, DNA’da mutasyonlara ve hiicre oliimlerine yol agabilirler. DNA’da
oksidatif hasar olusturan radikaller OH ve O, "radikalleridir. OH radikali, DNA ‘daki dort bazin
herhangi birine saldir1 yapabilirken, O, dal kirigindan ziyade, guanine spesifik baglanarak hasar
olusturur (50,70).

DNA ¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplari iceren ve cesitli katyonlar1 baglama

2+/3+ 1+/2+

yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe ve Cu iyonlari; negatif yiiklii DNA’ya siirekli
bagli olduklar1 gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan proteinlerden serbestleserek de
DNA’ya baglanabilmektedirler. Metal iyonlarinin baglanmalart DNA molekiiliinii H,O,’in hedefi
haline getirmektedir (50,71). Dogrudan DNA’da hasar yapamayan H,O, membranmi kolayca
gecerek, nukleusta Fe-Cu iyonlan ile reaksiyonlasarak (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar)
reaktivitesi ¢ok yiiksek olan OH’lerini olusturarak DNA’da hasara neden olur. Dolayisiyla OH
‘inin hiicre i¢inde diffiiz olarak niikleusa, DNA’ya ge¢me olasiliklari az oldugu halde
reaksiyonlarla hasara neden olabilmektedir. Olusan OH, radikal temizleyicileri tarafindan
uzaklastirilamamaktadir. Yine OH temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar
verebilmektedir (50,72). Doku kiiltiir ortaminin Fe™ ve Cu™ iyon konsantrasyonunun arttirilmasi
ile oksidatif DNA baz hasarinin arttig1 ve H>O,’e maruz birakilan hiicrelerde bakir ve/veya demir
selatorlerinin kulaniminin DNA’daki oksidatif hasar1 6nledigi belirtilmistir (73).

Yine oksidatif stres hiicrede, sitozolik Ca™ iyon konsantrasyonunda biiyiik bir artisa
neden olarak nukleustaki Ca™ bagimli endonukleazlari aktive etmekte ve DNA’min

fragmantasyonuna neden olmaktadir (niikleaz aktivasyonu hipotezi). Ca™  selatdrlerinin

kullanimi ile DNA hasarinin engellenebildigini gosteren arastirmalar bulunmaktadir (74).
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DNA’da oksidatif hasar ile baglangigta dal kiriklar1 olusur. Tek dal kiriklarinda, karsi
daldaki bilgi dogru okunarak “hasarli dal onarici enzimlerle” onarilabilir. Bu yiizden ¢ift dal
kiriklart daha 6nemlidir (68).

Organizmada normal sartlarda olusan diisiik diizeylerde oksidatif DNA hasari, DNA
onarim enzimleri sayesinde minimal hata riski ile etkin bir sekilde onarilabilmektedir. Ancak
DNA onarim enzimleri ve DNA polimeraz’in oksidatif stres altinda hasarlanmalar1 dogru
replikasyon ve transkripsiyon olasiligini azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar, hiicreler
boliinmelerini genellikle durdurarak kendilerini korumaktadirlar (50,71). DNA'daki oksidatif
hasar yiiksek diizeylere ulastiginda hiicre 6liimii gergeklesmektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz
hasarlar1 analizlenmistir. Bakir iyonlar1 DNA’da Guanin-Sitozin’den zengin bolgelerde yiiksek
oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz “Guanin” dir. Bu nedenle en
yaygin olarak Olgililen baz hasar1 8-hidroksideoksiguanozin’dir. 8-hidroksideoksiguanozin,

oksidatif DNA baz hasarmin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (50, 67,68,75).

2.2.3. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalari

2.2.3.1. Antioksidan Sistemler

Viicutta reaktif oksijen tilirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve olusturabilecekleri
hasarlart engellemek i¢in bir ¢ok savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir (76,77). Bu savunma
mekanizmalar1 arasinda oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttirict etkenlerin ve risk
faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi, radikallerle tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlar1 kirmak, olusan mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine
hiicumunu ve orada asir1 birikimini 6nlemek sayilabilir. Oksidan molekiillerle miicadelede
tizerinde durulacak esas girisim ise belirli diizeyi agsmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1
inaktif hale getiren antioksidanlardir (8). Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve
DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu 6nlemek veya geciktirebilmek amaciyla
serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu onleyen veya serbest radikallerin
temizlenmesini arttiran bu maddelere “antioksidanlar” ve bu olaya antioksidan savunma denir.

Bu antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayrilir (53, 54, 57, 76).
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Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapan ve enzim olmayan antioksidanlar
olarak iki grupta incelenmektedir. Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik
olmayan antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir (GSH harig).

Enzim olan antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz
sistemidir. Enzim olmayanlar ise, bilirubin, albumin, iirik asit, a-tokoferol, askorbik asit,
seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen radikallerine
kars1 ilk savunma sistemini olusturmaktadirlar (50,53,76). Eksojen antioksidan olarak da
allopurinol, folik asit, B, C ve E vitamini, flavinoidler, asetilsistein, mannitol, adenozin, kalsiyum

kanal blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaglar ve demir selatdrleri sayilabilir (50,53,76,78).

SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimler, aktif oksijen tiirlerini direkt olarak
etkileyen ilk savunma hatt1 olarak gorev yaparlar. Bu savunma sistemleri yetersiz kalirsa ve lipid
peroksidasyonu artarsa ikinci sira savunma sistemleri devreye girer. Antioksidan bir enzim olan
fosfolipid hidroperoksid, glutatyon peroksidaz, peroksidleri alkollerle indirgeyerek peroksidize
edilmis membran komponentlerini uzaklastirma gorevi yapar. Antioksidan olarak E ve C
vitaminleri birlikte zincir reaksiyonlarin1 sonlandirarak peroksitlerin daha fazla birikmesini
Onlerler. Tiim bu savunma yetersiz kaldiginda veya tlikendiginde hiicre membrani o kadar ¢ok

hasara ugrar ki, sonunda hiicre 6liir.

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler:

1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
1. Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,
2. Oksijeni uzaklastiric1 veya konsantrasyonunu azaltici etki,
3. Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a) Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini tutma ya da c¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢cevirme islemine “toplayici etki” denilmektedir. Bilirubin, antioksidan enzimler bu tip

bir etki gostermektedirler (53,79).
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b) Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir proton aktararak
aktivitelerini azaltan ya da inaktif bigime doniistiiren etkidir (6r;Vit’ler, flavinoidler, bilirubin)

(53).

¢) Zincir kirict : Serbest oksijen radikallerine baglanarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyerek serbest radikalleri uzaklastirmaktadirlar (6r; Bilirubin, Hb, seruloplazmin,

mineraller ) (53, 80,81).

d) Onarici etki: Serbest radikaller tarafindan hasar goren biyomolekiilleri onarirlar. Hasar

gormiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu gruba 6rnek olarak verilebilir (53,82).
2.2.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan
ve siiperoksiti hidrojen perokside ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalize eden, yapisinda
bakir, ¢inko ve manganezin oldugu bir metalloenzimdir (2 O,” + 2 H" (SOD)— H,0, + O,).
Olusan reaksiyon ‘“oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilmaktadir. Ciinkdi,
stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmin giiglii bir baglaticisidir. Bu sistem sayesinde
hiicresel kompartmanlardaki stiperoksit diizeyleri kontrol altinda tutulur. Ayni zamanda SOD,
lipit peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda
fazladir. SOD’1n ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diigiiktiir (53).

Katalaz (CAT): Peroksizomlarda bulunan, yapisinda hem grubu icerdiginden bir
hemoprotein olarak kabul edilen bir enzimdir. Hidrojen peroksidi su ve oksijene ayrigtirmaktadir
(2H,0, (CAT) — 2 H,0 + O»). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikoz membranda yiiksek
miktarda bulunmaktadir (50, 76).

Glutatyon Peroksidaz (GPx): GPx, hiicrelerin sitozollerinde yerlesmis ve yapisinda
selenyum bulunan bir metalloenzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafindan olusturulan
H,0, ve lipid hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir. Yalniz kapasitesi simirli olup diisiik
hidrojen peroksit konsantrasyonunda calismaktadir. Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ve baslica pentoz fosfat
yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin devamini saglar (53).
Eritrositlerde GPx oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GPx aktivitesindeki azalma,

H,0;’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olur (53).
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Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyon peroksidaz tarafindan H,O, ve diger lipit
peroksitlerin  yiikseltgenmesi  sirasinda glutatyon, okside glutatyona doniismektedir.
Organizmanin glutatyon deposu sinirli oldugundan oksidasyona ugramis bu yapiy1 ileride

yeniden kullanmak icin rediikte glutatyona doniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir (53).

Glutatyon-S-Transferazlar (GST): Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotrans-
formasyonunda onemli gorev almaktadirlar. Basta aragidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri
olmak fizere lipit hidroperoksidlere karst GST’ler selenyum bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi
gostermektedirler. Antioksidan aktivitelerine ek olarak ¢ok Onemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahip olup bilirubin, hem ve bazi kortikosteroidler gibi endojen maddelere geri

doniistimlii olarak baglanarak bunlarin hiicre i¢i transportunda da gorev almaktadirlar (53,59).

2.2.3.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

Glutatyon (GSH): Onemli bir intraselliiler antioksidandir ve ekstraselliiler mesafede ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bulunur. GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir.
Glutatyon, HO" ve OQN gibi reaktif oksijen tlirevlerinin temizleyicisidir. Serbest radikal ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Demirin Fe™ (ferr6z) halde
tutulmasin1 saglar. Boylece, protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller, hatta rejenere
olmalarin1 saglar. N-asetil sistein hiicre membranin1 gegip hiicre ig¢inde sisteine donerek GSH

uretimini artirir.

Vitamin C (Askorbik Asit): Cok gii¢lii bir indirgeyici ajan olan C vit’i, siiperoksit ve
hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler, antiproteazlarin oksidan
maddeler ile inaktive olmasini engeller. C vit’in antioksidan etkisinin yaninda pro-oksidan etkisi
de s6z konusudur. Ciinkii, vitamin C, Fe™’ii Fe"*’ye indirgeyen siiperoksit disindaki tek hiicresel
ajandir. Bu yolla askorbik asit proteine bagli ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan
indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H,O, ile etkilesmeye uygun olan ferr6z demire doniistiiriir.
Bu prooksidan etki sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii daha yiiksek konsantrasyonlarda
ise gliclii bir antioksidan olarak etki gosterdigi belirtilmistir (59,62).

Vitamin E (Tokoferol): a-tokoferol, yagda c¢oziinen ve lipid peroksidasyon zincirini

kiran bir antioksidandir. Mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi membrandan zengin hiicre

kisimlarinda vitamin E konsantrasyonu artmistir. Cok giiclii bir antioksidan olan a-tokoferol
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hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal
ataklarina kars1 korur, olusan radikalleri temizler, lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Askorbik
asit E vitamininin etkisini arttirir. E vitamini ve GPx serbest radikal etkisine kars1 birbirlerini
tamamlayic1 etki gosterirler. E vitamini sentezlerini engeller iken GPx olusmus peroksitleri

ortadan kaldirir.

Vitamin A (B-Karoten): A vitamininin metabolik 6n maddesi olan ve yagda ¢oziinen bir
antioksidan olan [B-karoten son derece giiclii singlet O, temizleyicisidir. Serbest radikaller
biyolojik hedeflerle interaksiyonuna girmeden dnce direkt olarak onlari yakalayabilir ve ayni
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu

engeller (59,62).

Seruloplazmin: Plazma antioksidan aktivitesinin 6nemli bir kismi, bakir igeren ve
tastyan akut faz proteini seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijen radikal ara
iiriinleri salinmaksizin ferro-oksidaz aktivitesi gostererek Fe'*’i Fe™’e okside eder. Boylece
Fenton reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir bagimli lipid
peroksidasyonunu Onleyici etki gosterir (8).

Ferritin: Dokulardaki demiri baglar, serbest radikal reaksiyonlarinda yer almasini

engeller.

Transferrin ve Laktoferrin: Transferrin dolasimdaki, laktoferrin I6kositlerdeki serbest

demiri baglar, serbest radikal olusumunu 6nler.

Haptoglobin ve Hemopeksin: Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir
vererek gerekse dogrudan peroksitlerle etkileserek lipid peroksidasyonunu uyarabilir.
Haptoglobin hemoglobini, hemopeksin “hem”i baglayarak bu demir bilesiklerinin lipid
peroksidasyonunu uyarmasini engeller.

Desferrioksamin (DFO): DFO, ferrik demirin giiglii bir baglayicisidir ve olusan bu
kompleksteki demirin indirgenmesi son derece zordur. Bu sayede DFO, demir iyonuna bagiml

lipid peroksidasyonunu onler. DFO, transferrin veya laktoferrine bagli demir iyonlarim

uzaklastirmada zay1f bir etkinlige sahiptir.
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2.2.4. Total Antioksidan Kapasite

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest
radikaller ve bunlara bagl olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir antioksidan
defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara karst redoks ayarini
siirdiirebilmesinde kan ¢ok Onemlidir. Ciinkii kan antioksidanlarin viicudun tiim bdliimlerine

tasinmasini ve dagitimini gerceklestirmektedir (50).

Total antioksidan kapasiteye en biliyiik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan transferin ve seruloplazmin, iirik asit, E
vit’i, C vit’i yaninda serbest radikalleri tutan zincir kirict antioksidanlarda bulunmaktadir (50,81).
Albumin, iirik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin %85’inden
fazlasimi olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda bilirubin, glutatyon, flavinoidler, alfa tokoferol
ve beta karoten gibi antioksidan sistemin komponentlerine nazaran albumin, iirik asit ve askorbik

asitin seviyelerinin fazla olmasidir (50,83).

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢inde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler
sinerjist olarak ¢alismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek glutatyonun askorbati,
askorbatin da tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamas1 gosterilebilir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse edilebilmektedir. Or; yenidoganda
postnatal donemde fizyolojik sartlarda plazmada iirik asit, C vit’i, ve siilfidril gruplar azalirken,
bilirubin ve E vit’i diizeyleri artmaktadir. Total antioksidan kapasitenin 6l¢iimii, antioksidanlarin
tek tek Olglimiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bu yiizden kanin antioksidan durumunu
saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam

antioksidan kapasite dl¢limii yayginlasmaktadir (50,83).

2.3. Talasemi ve Oksidatif Stres

Talasemik eritrositlerin yasam siiresinin kisalig1; morfolojik degisiklikler, biyokimyasal
ve metabolik dengesizliklerle iliskilidir (84). B-TM’lu hastalarin eritrositlerinde hem eksojen hem
de endojen oksidatif hasar siklig1 artmistir (84). Talasemili hastalarda eritrositlerin biyokimyasal

ve metabolik degisikliklerle oksidatif strese artmis duyarlilifi; i) Serbest radikallerle olusan
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oksidatif hasar, ii) Lipid peroksidasyonu, iii) Artmis demir toksisitesi, serbest demir salinimai ile
bagimli oldugu kabul edilen goriislerdir (84, 85).

Eslesmemis fazla o globin zincirleri, Non-Hb demiri ve hiicre i¢inde Hbmin diisiik olusu
bu oksidatif stresi kolaylastiran faktorlerdendir. Ozellikle serbest, eslesmemis unstable o globin
subiinitleri oksidatif olaylar zincirini baslatirlar (1,7, 86). Once metHb olusur, sonra reversible ve
irreversible hemikromlar presipite olurlar ve membranin g¢esitli komponentleri ile iliskiye girerler.
Hem ve globiilini pargalarlar. Membran iskeletinde bozulma ile, deformabilitede azalma,
rijiditede artma, membran lipidlerinde peroksidasyon ve antijenik degisme ile eritrositlerde erken
yaglanma, katyon degisiminde bozulma ile hiicre i¢i potasyum kaybi gibi olaylara da neden

olmaktadirlar.

2.4. Talasemi ve Demir Toksisitesi

Demir; katalaz, akonitaz, ribonukleotid rediiktaz, peroksidaz, sitokrom oksidaz gibi
enzimlerle redoks kimyasini kullanarak viicuttaki hayati fonksiyonlarda gorev alan, Hb ve diger
Fe igeren proteinlerin yapisina giren bir elementtir. Demir, fizyolojik olarak gerekli ama
biyokimyasal a¢idan oldukg¢a tehlikelidir (47,87). Besinlerdeki Fe’in yaklasik olarak %10 kadar1
emilir, ancak fazla Fe’in atilmasim1i saglayan bir mekanizma bulunmamaktadir. Kan
transflizyonlari, hemokromatoz ve talasemi gibi bazi anemilerin tedavisi sirasinda plazma Fe
konsantrasyonu yiikselmektedir (88).

Fazla demir saglikli organizmada bile toksik olabilir (47). Demir yiiklenmis hiicrelerde
lizozomal hasar ve proteazlarin salgilanmasiyla hiicre 6limii goriilebilir (87). Kalp, KC, eklem,
pankreas gibi organ hasarlar1 olusabilir. Nitekim yiiksek doz demir verilen sigan hepatositlerinde
demirin mitokondrilerde depolandigi, matriks boslugunda amorf yogunluklu yapilarin biriktigi ve
mitokondriyumlarda sisme oldugu bildirilmistir (89). Demir yiiklenmis hayvanlarin kalpleri
normal hayvanlarin kalplerine gore iskemi-reperflizyona maruz kaldiginda belirgin olarak daha
fazla hasara ugrar. Bu olayda en O6nemli mediatoér oksijen radikalleridir. Kalp kasinda hiicre
membranlar1 ve sarkoplazmik membranlar ekstraselliiller sivi ile dogrudan temas halinde
bulunurlar. Membranlarin demir toksisitesinden asir1 etkilenmesi O6zellikle kolaylagsmaktadir.
Iskemi-reperfiizyon olay1 demirin mobilize olmasina veya yeniden dagilimima neden olabilir.

Demir ve siiperoksit radikali, 6zellikle de patolojik sartlar altinda, birbirleriyle etkilesim

halindedir. Bu iki molekiilden her biri digerinin toksisitesini artirict etki gostermektedir. Artmis
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demirin zararl etkileri, dncelikle oksijen radikallerinin {iretiminde baslica kaynak iiriin olmasiyla
aciklanir (89). Asirt demir yiikii, asir1 siiperoksit liretimi sonucu, bu maddelerin hasar verici
etkisini artirabilir. Diger taraftan ortaya cikan kronik oksidatif stres, sitotoksik ve mutajenik
olaylara neden olabilir (47,90).

Stiperoksit radikallerinin hasar verici etkilerinin ferritinden demirin ayrismasinin
azaltilmasiyla zayiflayacagma inanilir. Siiperoksit, hidrofilik kanallar boyunca Fe'®iin Fe’ye
indirgenmesini takiben ferritin molekiiliine girer, bu durum ferritinden Fe’in serbestlesmesini
kolaylastirir. Fe, hiicre iginde ¢esitli hasar verici reaksiyonlar1 katalizlemek suretiyle cesitli
biyolojik maddelere elektron verir ve alir. Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit 6zellikle
serbest demir ve bakir iyonu varliginda hidroksil grubu gibi daha tehlikeli radikallere doniismesi
nedeniyle, antioksidan savunmay1 giiclendirmek amaciyla organizmanin demir ve bakir iyonlarini
bagli duruma getirmesi dnemlidir. Normal sartlarda Fe, redoks aktivitesi nedeni ile hiicreler ve
organizmalar tarafindan ¢ok dikkatli bir sekilde tutulur. Yine serbest olmayan demir, sitrat veya
ATP gibi bilesiklerle hemen selat olusturmaz, fakat bu kompleksler lipid oksidasyonunu veya
HO olusumunu katalizleyen redoks reaksiyonlarina kolayca girer.

Transferin ve ferritin, demiri Fe™> durumda tutarlar ve hiicresel indirgeyiciler tarafindan
Fe " uzaklastirilmas1 ¢ok giictiir. Demir transport proteini olan transferin saglikli insanlarda % 20
-30 oraninda demir ile yiikliidiir. Boylece plasmadaki serbest iyonik demirin etkinligi sifira dek
diiger. Transferrine bagli demir lipid peroksidasyon islemini yapamaz (8). Saglikli insanda
depolanmis demirde biiyiik bir sorun olusturmaz, ancak hastalik gibi durumlarda superoksit
radikalleri tarafindan yapilan saldirtya ferritin agiktir (47). Kisaca, siiperoksit anyonlari, Fe+*’in
Fe+?ye indirgenmesini katalize eder. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonunda demir,
hidrojen peroksit ve siiperoksit molekiillerini toksik serbest HO™ doniistiiriir (53, 91-93). Protein
ve DNA’y1 da i¢ine alan bir¢ok biyolojik makromolekiil bu radikalden etkilenir.

TI’lh hastalarda gastrointestinal artmis demir absorbsiyonu, TM’lii hastalarda ise buna ek
olarak hayat boyu devam eden kan transfiizyonlar1 demir yiiklenmesine neden olur (5,37). Demir
once RES ve kemik iligi makrofajlar1 tarafindan tutulur. Kapasite asilinca Once transferrine
demir verilir ve oradan da parankimal hiicrelere girerek doku hasari olusur. Asirt demir ytikli
olgularda, transferrinin demir tasima kapasitesi dolmakta ve transferrine bagli olmayan demir
(serbest demir, NTBI) olusmaktadir. Parankimal hiicrelerdeki labil demir havuzu artinca, bir

korunma mekanizmasi olarak, transferrin demirin hiicre i¢ine girisi engellenir. Ancak transferine
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bagli olmayan NTBI hiicrelere girisi , listelik transferin demirinden ¢ok daha hizli olarak devam
eder (5,37). Boylece hem yliksek plazma demiri hem de intraseliiler non-Hb demirinin artisi
oksijenden zengin intraeritrositik c¢evre ile beraber reaktif oksijen radikallerinin yapimi igin
uygun ortam olusturur. Oksidatif stres’e yol agar. Demir yiiklenmesi, lipid peroksidasyonu,

hepatik hasar ve fibrojenezise neden olur (94).

2.5. Talasemi ve Lipid Peroksidasyonu

Demirin yol agtig1 fenton reaksiyonu ile olusan HO™, lipid peroksidasyonunun en énemli
nedenlerinden biridir. Lipid peroksidasyonu viicuttaki tiim hiicreleri ve organelleri etkilemekte,
bir kere bagladiktan sonra da, bir antioksidan devreye girmez ise, zincirleme devam etmektedir.

Lipid peroksidasyonunun artmasi hem akut hem de kronik demir toksisitesinin énemli bir
ozelligidir. Demir, Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin olugmasini saglarken stabil
lipid hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi radikallerine doniisiimiinii hizlandirir. Doymamis
yag asidleri igeren membran lipidleri ve proteinleri demire bagli peroksidatif hasara asiri
duyarlilik gosterir. Membran lipidlerinde peroksidasyon islevi hidroksil, alkoksil ve peroksil
radikalleri gibi reaktif maddelerin bir metilen grubundan hidrojen atomunu ¢ikarmasi ile olur
(91,92). Talasemilerde membran fosfolipidlerinden fosfotidil etanol aminin ve poliansature yag
asitlerinin (PUFA) asir1 oksidasyona bagl olarak azaldigi gosterilmistir. Ayrica talasemideki
hepatik bozukluk da, serumda fosfolipid, kolesterol ve PUFA' nin azalmasina katkida
bulunmaktadir. Yine lipid solubl antioksidanlarin azalmast demir bagiml karaciger harabiyetini
artirabilir (10). Membran lipidlerinin peroksidatif harabiyetinin 6nemli bir gostergesi, PUFA'nin
oksidasyonu sonucu olusan, lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit (MDA)
konsantrasyonlarinin artisidir (95).

Serbest radikallerin membran fosfolipidleri {izerindeki etkisini sonlandirmada rol alan
SOD gibi enzimleri destekleyen, dogal antioksidan, a-tokoferoliin (vit E) serum diizeyi,
talasemik hastalarda c¢ok diisik bulunmus, MDA’nin ise arttigi saptanmistir (7,96,97). Bu
eksikligin fazlaca tiiketime bagli olabilecegi vurgulanmistir. Agizdan siirekli a-tokoferol
verilmesi, serum a-tokoferol diizeyini artirip, verildigi miiddetce MDA konsantrasyonunu
azaltmaktadir. Fakat transfiizyon ihtiyacinda bir degisiklik yapmadig1 vurgulanmistir (85). E vit’i
sadece membran lipidlerinin peroksidasyonunu 6nlemekte, oksijen radikallerinin diger hiicre

komponentleri iizerine olan etkisini 6nleyememektedir. Talasemik hastalarda vit E ve vit A'nin
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azaldigini, kompanzasyon olarak SOD ve GPx'in arttig1 vurgulanmistir (98,99). Hastanin yetersiz
selasyon tedavisi almasi antioksidanlar1 azaltabilecegi vurgulanmistir (100).

2.6. Talasemi ve DNA Hasar

Hem demir hem de oksidatif stresin mutagenez ve karsinogenez ile olan iligkileri degisik
caligmalar ile kanitlanmistir (Siiperoksidin iiretiminde artma, temizlenmesinde azalma veya
artmis hiicresel uptake, azalmis depo ve siiperoksit artisina sekonder redoks aktif demir
miktarinda artma). Demir tuzlarinin in vitro olarak, rat karacierinin nukleus veya
mitokondrisinden izole edilen DNA’da tek sarmal kiriklara neden oldugu gosterilmistir
(101,102). Memeli hiicrelerinde yapilan deneysel ¢aligmalarda hidrojen perokside bagli DNA
hasarinda demirin anahtar rol oynadig1 ve bu hasarin demir selator tedaviler ile azaltilabilecegi
belirtilmistir (103-105). Superoksid ve hidrojen peroksidin DNA‘ya bagli demir yardimiyla
hidroksil radikallerinin olusumunu katalizledigi ve DNA hasarina neden olabilecegi in vivo
olarak gosterilmistir (105). Yine demir varliginda lipid peroksidasyon {irlinleri HO™ etkisini
iceren bir mekanizmayla DNA hasarina neden olabilirler (106).

Herediter hemokromatozis (HH) ve talasemi gibi hemolitik anemilerde viicutta artmis bir
demir yiikii vardir. HH’lu hastalarda uzun siireli demir birikiminin hepatoselliiler karsinoma
gelisme riskini arttirdigr belirtilmistir (107-108).  Demir bagimli oksidatif hasarin hepatik
DNA’y1 etkilemesi hepatoselliiler karsinoma olusumunda katkida bulunmaktadir (109).

Herediter hemokromatozisli hastalar gibi talasemili hastalarda da artmis demir, asiri
stiperoksit tiretimi sonucu, kronik oksidatif stres yoluyla sitotoksik ve mutajenik olaylara neden

olabilir (47,90).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dal1, Cocuk Hematoloji Bilim Dal1 takibinde olan yaslar1 7,34 + 4,21 yil (9 ay-18 yil) arasinda
degisen 83 (50 erkek ve 33 kiz) transflizyon bagimli B-TM hasta ile yas ortalamasi 8,57+3,53 (1-
15) yil arasinda degisen, 40 (29 erkek ve 11 kiz) anemik olmayan saglikli ¢ocuk grubunda
Haziran 2007-Haziran 2008 tarihleri arasinda yapildi. Calisma icin Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik kurulunun onay1 alindi. Bu calisma Harran Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu (HUBAK) tarafindan desteklendi. Cocuklar ve/veya ebeveynlerinden kan
ornekleri aliminda bilgilendirilmis olur alindu.

Hastalara B-TM tanisi; aneminin baslangic yasi, fizik bulgular, kan sayimmi bulgular,
periferik yaymada hemolizin 6zelikleri, Hb elektroforezi, ve ebeveynlerde talasemi tasiyiciliginin
bulunmasi ile konuldu. Tanida molekiiler genetik teknik kullanilamadi. HbsAg, HCV ve HIV
seropozitifligi olmasi ¢aligmadan ¢ikarilma kriteri idi. Hastalarin tiimii diizenli olarak ayda bir
veya iki kez muayene edildi. B-TM’li olgulara; transfiizyon oncesi Hb diizeyleri 9,5-11,5 g/dl
olacak sekilde, 3-5 hafta araliklarla, ABO-Rh(D) uygun eritrosit siispansiyonu 10-20 ml/kg dozda
ve 2 saat i¢inde verildi.

B-TM’lii hastalarin takip dosyalar1 incelenerek splenektomi orani, transfiizyon sayilari,
transflizyon alma siireleri, ortalama selasyon siireleri hesaplandi. B-TM’lii hastalar selasyon
tedavisi olarak DFO ve DFP aldilar. DFO; 30-40 mg/kg dozda, desferrioksamin pompasi ile 8-12
saatte subkutan infiizyon yoluyla genelde geceleri haftanin 5-7 giinii, infiizyondan hemen 6nce
100 mg C vitamini ile beraber onerildi. Deferipron, giinde 3 defa 25 mg/kg viicut agirligi dozda,
toplam 75 mg/kg viicut agirligi olacak sekilde oral yolla kullanildi. Hastalarimiz selasyon
tedavisini diizenli ve/veya yeterli almiyorlardi. Hi¢bir hastamiz antioksidan suplementasyonu
olarak E vitamini kullanmiyordu.

3.1. Orneklerin hazirlanmasi ve 6lciimler

Kan oOrnekleri, B-TM’li hastalar transfiizyon igin hastanemize basvurduklarinda son
transfiizyondan en az 3 hafta gegmis oldugunda ve son selasyon dozundan 48 saat gectikten sonra
ve eritrosit slispansiyonu transflizyonu yapilmadan 6nce vakumlu vacutainer tiipler kullanilarak

EDTA’1L, jelli biyokimya ve heparinli tiiplere a¢lik ven6z kan olarak alindu.
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EDTA’ln kan orneklerinde Harran Universitesi Arastirma Hastanesi Biyokimya
laboratuvarindaki otomatik kan sayim cihazi ( Celldyn 3700 ) kullanilarak tam kan ve retikiilosit
sayimi yapildi.

Hasta ve kontrol grubundan jelli biyokimya tiiplerine alinan kan 6rnekleri Hettich marka
sogutmali santrifiij cihazinda 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar ayrildi. Ayrilan
serumlarda rutin biyokimya parametreleri g¢alisildiktan sonra artan serumlar -80°C’de total
antioksidan kapasite (TAK) ve total oksidan seviye (TOS) ¢alisilmak {izere depolandi.

Serum ferritin diizeyi rutin biyokimya laboratuvarinda elektrokemiluminisans yontemle
(Roche E-170 cihaz1) 6l¢iildii.

Serum demir, [UBC, trigliserid, kolesterol, HDL-Kolesterol, LDL-Kolesterol diizeyleri ve
diger biyokimyasal parametreler biyokimya kitleri kullanilarak otomatik Aeroset analizorii
(Abbott) ile spektrofotometrik yontem yardimiyla ¢aligildi.

Heparinli tiiplere alinan kan 6rneklerinde mononiikleer 16kosit DNA hasar1 ¢alisilmak

iizere isleme kondu.

3.2. Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque—1077 {izerine bir ml taze heparinize kan yavasca konup 2100 rpm ve
25°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer 16kositler pipet yardimiyla
alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 1600 rpm ve 25°C’de 10
dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat tamponu (pH=7,4) ile 10°

mononiikleer 16kosit /ul olacak sekilde diliie edildi.

3.3. Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) Yontemi ile DNA Hasar

Tayini (mDNA hasari)

Comet assay; hizli, basit ve hiicresel diizeyde uygulanmasi kolay, genotoksisite ve olasi
endojen DNA hasarini iyi tanimlayan bir tekniktir (110-115).

Yontemin Prensibi: Comet assay yontemi alkali pH da farkli molekiil agirliklarma ve
farkli elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler veya cekirdekgikler agaroza yerlestirilir ve lizisten sonra zarar

gormemis DNA’lar taginma sirasinda comet (kuyruk) olusturmazlar. Oysa DNA fragmente
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olugsmussa fragmentler (niikleik asitler) farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine
sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii
olustururlar.

Yonteminin Uygulanis:

Slaytlarin Hazirlanmasi: %1,0 ‘lik NMP agaroz jel hazirlanarak 100 pl jel kenarlar
buzlanmis lam tizerine damlatildi ve {izeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika
bekletildikten sonra lamelleri kaldirildi. Hazirlanan lamlar nemli kutularda bekletildi. PBS
(Fosfat buffered saline) ile mm® te 10* hiicre olacak sekilde diliie edilmis mononiikleer
hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,7°lik low melting point (LMP) agaroz jel (37 °C) ile
karigtirilarak birinci tabaka {izerine tabakalandirildi ve tekrar lamel ile kapatilarak buzdolabinda
donmasi i¢in 5 dakika bekletildi.

Lizis asamasi: Agaroz jel kuruduktan sonra slaytlar yaklasik bir saat siire ile yiiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren soguk lizis soliisyonunda bekletilerek hiicre ve ¢ekirdek
zar lizise ugratildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M Sodyum klorid, 10 mM
trizma base’dan olugmaktadir. Calismadan hemen 6nce %1 oraninda triton X-100 ve %10
oraninda DMSO karistirilip sogutulduktan sonra kullanildu.

Elektoforez Tamponu: Elektroforezde yiiriitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi
icin slaytlar alkali elektroforez tamponunda (ImM EDTA, 300 mM sodyum hidroksit ve pH= 13)
30 dakika inkiibasyona birakildi.

Elektroforezde Yiiriitme: Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan
sonra DNA’lar bu tampon ¢o6zeltisi i¢erisinde 300 mA, 17 volt’luk elekriksel alanda ve 5-25
°C’de 30 dakika yiirtitildii.

Notralizasyon: Elektroforezde yliriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon
¢oOzeltisini ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dk siire ile 3 kez notralizasyon tamponu ile (0.4
M Tris-HCL, pH 7.5) yikandi.

Boyama: Notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra boyama islemine gecildi. Boyama
islemi i¢in floresan boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt i¢in 80
pL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile iizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan
mikroskop ( Nikon, Tokyo, Japonya) ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 50 adet
DNA goriintiisii degerlendirildi.
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Analiz: Bu yontemde DNA migrasyonu viziiel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin
derecesine gore DNA’lar bes kategoriye ayrildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar Class 0,
maksimum hasar olan DNA’lar ise Class 4 olarak degerlendirildi.

Degerlendirilen 50 hiicreye ait DNA’lardaki hasar dereceleri tespit edilip ¢ikan sonug 2 ile
carpildi ve degerlendirme 100 {izerinden yapilmis oldu. Dolayisiyla bu degerlendirmede en
yiiksek deger 400 olabilecektir.

Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarma, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil

bolgelerin seviyelerine bagl olarak degisiklik gostermektedir.

3.4. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontem olup, giiglii serbest
radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur (116).

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) i¢erisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45 umol
(NHa4), Fe(S04),-6H,0 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hidrojen peroksit 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) igerisinde
karistirilarak hazirlanir.

Prensip: Fe’'—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirli indirgenerek diisiik pH’da
renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu
arttirmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk

olusumunu durdurmaktadirlar.

3.5. Total Oksidant Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir (117).

Reaktif 1: 140 mM’lik NaClI ¢ozeltisi icerisine 25 mM H,SO, ¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra total voliimde 250
uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon icerisinde once 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢oziiliip

sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.
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Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklagik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar.
Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak

Olglilmektedir .

3.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Total Oksidant Seviye (TOS) / Total Antioksidan Kapasite (TAK) seklinde bdliinerek
Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesapland1 (116,117).

3.7. Lipid hidroperoksidasyonu (LOOH)
LOOH tayini, Khelifa Arab ve Jean — Paul. Steghens’ in tam otomatik ydntemiyle,

xylenol orange ve demir oksidasyonun kullanilmasiyla 6lgiildii (118).

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler ve sekiller SPSS 11,5 programi kullanilarak gerceklestirildi.
Degerler meantSD (ortalamatstandart sapma) olarak verildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri
gruplar arasindaki farkliliklarda anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel analiz olarak Student’s T

testi, Man-Whitney-U testi, Chi-square, Pearson’s korelasyon testleri kullanild:.
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4. BULGULAR

Calismaya yas ortalamasi 7,34 +4,21 yil (9 ay-18 yil) arasinda degisen transfiizyon
bagimli 83 -TM hasta ile yas ortalamas1 8,57+3,53 (1-15) yil arasinda degisen anemik olmayan
40 saglikli ¢ocuk alindi. B-TM’li ¢cocuklarin 50’si erkek (%60,2) ve 3371 kiz (9%39,8), kontrol
grubunun ise 29’u erkek (%72,5) ve 11’1 kiz (%27,5) idi. Yas ve cinsiyet agisindan B-TM ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (sirasiyla p>0.05; x*=1,766, p=0.184). -
TM ve kontrol grubumuzun BMI degerleri sirasiyla 16,824+1,91 ve 16,02+1,08 idi (p=0,015). B-

TM ve kontrol grubumuzun demografik verileri Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 4: B-TM ve kontrol grubumuzun yas, cinsiyet ve BMI degerleri dagilima.

Hasta (n:83) Kontrol (n:40) P degeri
Yas (Yil)* 734 £421° 8,57 +3,53"° >0,05
Cinsiyet (E/K)** 50/33 29/11 >0,05
BMI (kg/m?)*** 16,82 +1,91° 16,02 + 1,08 =0,015

* Mean+SD olarak verilmistir. *Mann-Whitney U, **Chi-square testi, ***Student testi kullanild.

B-TM tanisi ile takibimizde olan 83 hastamiz, 68 ebeveynden (11 ebeveyn ikiser ¢ocuk,
iki ebeveyn 3 cocuk) gelmekteydi. Hastalarimizin 48’si (%57,8), Sanlurfa/Merkez’den, 8’1
(%9,6) Sanlwrfa/Siverek ilgesinden, 9’u (%10,8) Sanlrfa/Harran ilgesinden, 6’s1 (%7,2)
Sanlurfa/Akgakale ilgesinden, 4’ti (%4.,8) Sanlwurfa/Bozova ilgesinden, 3’ (%3,6)
Sanlwurfa/Suru¢ ilgesinden, 2’si  (%2,5) Sanlwrfa/Viransehir ilgesinden, 2’si  (%2,5)
Sanlwrfa/Hilvan ilgesinden, 1’1 (%]1,2)Sanlurfa/ Ceylanpinar ilgesinden gelmekteydi.

Hastalarimizin aldiklar1 ortalama transflizyon sayist 90,22+71,83 {inite, ortalama
transflizyon alma siiresi 6,35+£3,98 yil idi. Hastalarimizin eritrosit transflizyonu 6ncesi ortalama
Hb degerleri 8.11+1.47 g/dl idi. Talasemi olgularimizin 17’sine (%20,5) splenektomi yapilmisti
(Tablo 5).
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Tablo 5: B-TM’lii olgularimizin klinik karekteristikleri ve transfiizyon 6zellikleri.

Ozellik Mean+SD (Min-Max)
Karaciger (kosta kenarindan itibaren) 1.75+2.8 cm (0-13)
Dalak (kosta kenarindan itibaren) 2.83+ 3.81 cm (0-14)
Splenektomi (n / %) 17 (%20.,5)
Pretransfiizyon Hb (g/dl) 8.11+1.47 (4.68-12.30)
Transfiizyon sayis1(U) 90,22+71,83 (6-301)
Transfiizyon (y1l) 6,35+3,98 (6ay-15,5 yil)
Ortalama selasyon siiresi (y1l) 1,94+2,70 (0-13) y1l

B-TM ve kontrol grubumuzun biyokimyasal kan parametreleri Tablo 6’ da sunulmustur.

Tablo 6: B-TM ve kontrol grubumuzun bazi biyokimyasal kan parametreleri.

Hasta Kontrol p degeri
Demir (ug/dl) 162,95+64,03 76,05+22,07 <0,001
IUBC (pg/dl) 31,47+38,76 215,06+78,63 <0,001
Ferritin(ng/ml) 3271,15+1809,63 36,44+19,82 <0,001
AST(U/L) 51,06+£27,94 28,19+7,08 <0,001
ALT(U/L) 57,34+41,49 22,72+5,40 <0,001
TG (mg/dl) 156,91+66,62 129,46+63,70 =0,044
Kolesterol (mg/dl) 109,48+25,62 168,50+41,96 <0,001
HDL-Kol (mg/dl) 25,64+5,86 49,87+11,35 <0,001
LDL-Kol (mg/dl) 53,42+22.72 90,02+28,48 <0,001

Degerler mean+SD olarak verilmistir. AST:Aspartat transaminaz, ALT:Alanin Transaminaz, TG:
Trigliserid, HDL-Kol: Yiiksek Dansiteli lipoprotein-Kolesterol, LDL-Kol: Diisiik Dansiteli
lipoprotein-Kolesterol.



B-TM’li olgularimizin aldiklar1 demir selasyon tedavilerine gore dagilimi Tablo 7°de
goriilmektedir. Hastalarimizin %41°1 selasyon almaz iken (9’u selasyon baslanmadigr i¢in, 25’1
ise selasyon Onerildigi halde kullanmayan) %59’u desferrioksamin, deferipron veya iki selatoriide

beraber kullanmakta idi (Tablo 7).

Tablo 7: B-TM’lii olgularimizin selasyon tedavilerine gore dagilimi.

B-TM (n) %
DFO 5 6
DFR 13 15,7
DFO+DFR 31 37,3
Selasyonsuz 34 41

DFO:Desferrioksamine , DFP: Deferiprone

B-TM’li hasta ve kontrol grubumuzun comet assay teknigi kullanilarak elektroforez migrasyonu
sonras1 gozlenen flouresan mikroskop goriintiileri degerlendirildiginde hasta grubumuzda DNA
hasar1 artmis oldugu saptandi (Tablo 8, Sekil 1-2). Oksidan-antioksidan sistem
degerlendirmesinde hasta grubumuzda TOS, OSI ve LOOH diizeylerinin kontrol grubuna goére
arttig1, TAK’in azaldig1 saptandi (Tablo 8, Sekil 3-6).

Tablo 8: B-TM ve kontrol grubu olgularimizin DNA hasar1 ve oksidatif stres parametrelerin

karsilastirilmasi.

Hasta (n=83)* Kontrol (n= 40)* p degeri
DNA hasar1 (Arbitrary Unit) 10,65+6,58 1,45+2,02 <0.001
TOS (pumol H,O, Eqv./L) 15,98+9,44 7,18+3,74 <0.001
TAK (mmol Trolox Eqv./L) 1,62+0,27 1,76+0,38 =0,018
OSI (Arbitrary Unit) 11,11£8,42 4,66+3,46 <0.001
LOOH (pumol H,O, Eqv./L) 5,44+1,80 2,44+0,86 <0.001

* Degerler mean+SD olarak verilmistir.
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Class 1

Class 3

Sekil 1. Olgularimizin DNA’larindaki farkli derecedeki hasarlarin elektroforez migrasyonu

sonrasi flouresan mikroskop goriintiileri .
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Sekil 3: B-TM’lii hasta ve kontrol grublariin TOS diizeyleri.
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Sekil 6: B-TM’lii hasta ve kontrol grublarinin LOOH diizeyleri
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Tablo 9: B-TM’li hastalarimizin DNA hasari, oksidan-antioksidan sistem ve bazi biyokimyasal

degerler ile transfiizyon alma siirelerine ait korelasyon degerleri.

DNA Tx
Ferritin ~ Hasar1 TOS TAK OSI LOOH AST ALT TG HDL-Kol LDL-Kol (Y1)
Demir
r 0,358 0,236 0,323 -0,260 0,317 0,214 0,351 0,397 0,107 0,034 0,092 0,305
p 0,001 0,032 0,003 0,018 0,004 0,052 0,001 <0,001 0,347 0,762 0,427 0,005
Ferritin
r 0,270 0,395 -0,354 0,393 0,274 0,489 0,603 0,257 -0,086 0,167 0,395
p 0,014 <0,001 0,001 <0,001 0,012 <0,001 <0,001 0,021 0,447 0,146 <0,001
DNA
Hasar
r 0,347 -0,310 0,314 0414 0,242 0,261 0,037 0,024 0,047 0,160
p 0,001 0,004 0,004 <0,001 0,030 0,018 0,747 0,831 0,686 0,148
TOS
r -0,865 0,986 0,601 0,192 0,254 0,155 -0,117 -0,001 0,147
p <0,001 <0,001 <o0,001 0,087 0,022 0,171 0,302 0,993 0,183
TAK
r -0,889 -0,407 -0,211 -0,293 -0,133 0,166 0,106 -0,146
p <0,001 <0,001 0,058 0,008 0,238 0,140 0,359 0,189
0si
r 0,569 0,189 0,260 0,165 -0,104 0,003 0,118
p <0,001 0,091 0,019 0,143 0,357 0,981 0,290
LOOH
r 0,147 0,186 0,027 -0,089 0,137 0,185
p 0,190 0,096 0,812 0,431 0,233 0,093
AST
r 0,880 0,023 0,047 0,152 0,309
p <0,001 0,839 0,679 0,188 0,005
ALT
r 0,052 0,051 0,258 0,302
p 0,646 0,651 0,023 0,006
TG
r -0,140 -0,246 0,079
p 0,215 0,031 0,484
HDL-Kol
r 0,602 -0,031
p <0,001 0,782
LDL-Kol
r -0,011
p 0,921

TOS: Total oksidan seviye, TAK:Total antioksidan kapasite, OSI: Oksidatif Stres indeksi, LOOH: Lipid
hidroperoksid, TG: Trigliserid, HDL-Kol: Yiiksek Dansiteli lipoprotein-Kolesterol, LDL-Kol: Diigiik

Dansiteli lipoprotein-Kolesterol, Tx : Transflizyon , AST:Aspartat transaminaz,ALT:Alanin Transaminaz.
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B-TM’lii olgularimizda serum demir diizeyi ile sirasiyla ferritin, DNA hasari, TOS, OSI,
AST, ALT ve transflizyon yil1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon (r=0,358,
p=0,001; r=0,236, p=0,032; r=0,323, p=0,003;r=0,317, p=0,004; =0,351, p=0,001; r=0,397, p
<0,001; r=0,305, p=0,005 ); TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi (r=-
0,260, p=0,018) (Tablo 9, Sekil 7-13) .

Yine B-TM’lii olgularimizda serum ferritini ile sirasiyla DNA hasari, TOS, OSI, LOOH,
AST, ALT, TG ve transfiizyon yili arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
(r=0,270, p=0,014; r=0,395, p<0,001; r=0,393, p<0,001; r=0,274, p= 0,012; r=0,489, p<0,001;
r=0,603, <0,001; r=0,257, p=0,021; r=0,395, p<0,001) TAK ile istatistiksel olarak anlaml1 negatif
korelasyon saptandi (r=-0,354, p=0,001 ) (Tablo 9, Sekil 14-21).

B-TM’lii olgularimizda DNA hasari ile sirastyla TOS, OSi, LOOH, AST ve ALT arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon (r=0,347, p=0,001; r=0,314, p=0,004; r=0,414,
p<0,001;r=0,242, p=0,030; r=0,261, p=0,018); TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif
korelasyon saptandi (r=-0,310, p=0,004) (Tablo 9, Sekil 22-27) .

B-TM’lii olgularimizda TOS ile sirastyla OSI, LOOH ve ALT (Sekil 28), arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon (r=0,986, p<<0,001; r=0,601, p<0,001; r=0,254,
p=0,022); TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi (r=-0,865,p <0,001 )
(Tablo 9) . B-TM’lii olgularimizda TAK ile sirastyla OSI, LOOH ve ALT (Sekil 29) arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi (r=-0,889, p<0,001; r=-0,407, p<0,001;
=-0,293, p=0,008) (Tablo 9) .3-TM’lii olgularimizda OS] ile sirastyla LOOH ve ALT(Sekil 30)
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (r=0,569, p<0,001; 1r=0,260,
p=0,019 ) (Tablo 9) . B-TM’lii olgularimizda ALT ile sirastyla LDL-Kol ve transfiizyon siiresi
(Sekil 31) arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (r=0,258, p=0,023;
r=0,302, p=0,006) (Tablo 9) .3-TM’li olgularimizda AST ile sirasiyla ALT ve transfiizyon siiresi
(Sekil 32) arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (r=0,880, p<0,001;
r=0,309, p=0,005) (Tablo 9). B-TM’li olgularimizda TG ile LDL-Kol arasinda istatistiksel
olarak anlamli negatif korelasyon (r=-0,246, p=0,031), HDL-Kol ile LDL-Kol arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptand1 (r=0,602, p<0,001) (Tablo 9 ).
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Sekil 7: B-TM’li olgularimizin serum demir diizeyi
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Sekil 8: B-TM’li olgularimizin serum demir
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Sekil 15: B-TM’lii olgularimizin serum ferritin
diizeyi ile TOS arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 16: B-TM’li olgularimizin serum ferritin
diizeyi ile TAK arasindaki korelasyon grafigi.

Sekil 17: B -TM’li olgularimizin serum ferritin
diizeyi ile OSI arasindaki korelasyon grafigi.
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Lipid Hidroperoksidleri (umol H,O, Eqv./L)

Sekil 18: B-TM’lii olgularimizin serum ferritin
diizeyi ile LOOH arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 19:B-TM’li olgularimizin serum ferritin
diizeyi ile AST arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 21: B-TM’li olgularimizin ferritin diizeyi
ile transfiizyon siiresi arasindaki korelasyon
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Sekil 22: B-TM’lii olgularimizin DNA hasari ile Sekil 23: B-TM’li olgularimizin DNA hasari

TOS arasindaki korelasyon grafigi. ile TAK arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 24: B-TM’li olgularimizin DNA hasart ile Sekil 25: B-TM’li olgularimizin DNA hasar ile
OSI arasindaki korelasyon grafigi. LOOH arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 26: B -TM’lii olgularimizin DNA hasari Sekil 27: B-TM’lii olgularimizin DNA hasar1

ile AST arasindaki korelasyon grafigi. ile ALT arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 32: B-TM’lii olgularimizin transfiizyon siiresi ile AST arasindaki korelasyon grafigi.
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5-TARTISMA

Gliniimiizde uygun kan transflizyonu uygulamalariyla, talasemi hastalarinin yasam
stirelerinde artigla beraber, demir bagimli organ toksisitesi ve oksidatif hasar prognostik faktorler
arasinda dnemle yer almaya devam etmektedir.

Bu calismada transfiizyon bagimli B-TM’lii hastalarda oksidan / antioksidan sistem (Erel
metodu ile) ve olast DNA hasar1 (comet assay yontemi ile) incelendi. Saptanan degisikliklerin
demir yiikii ile iliskisi arastirildi. Calismamiz sonucunda B-TM’lii hastalarda oksidatif stres
indeksinin arttig1 ve belirgin DNA hasariin olustugu gézlendi.

B-TM tanisi ile takibimizde olan 83 hastamiz, 68 ebeveynden (11 ebeveyn ikiser ¢cocuk,
iki ebeveyn 3 cocuk) gelmekteydi. Hastalarimizin 48’si (%57,8) Sanlurfa/Merkez’den, digerleri
Sanhurfa’nin ilgelerinden gelmekteydi. Bu sonuglar hastalarimizin Sanlurfa ve ilgelerinden
geldigini ve halen bilinglendirmenin yeterli olmadigi, ailede talasemili ¢ocuk oldugu halde yine
talasemili kardeslerin dogdugunu gostermekteydi.

Hastalarimizin yas ortalamalar1 7,34+4,21 yil, ortalama transfiizyon alma siiresi
6,35+3,98 yil, eritrosit transfiizyonu oncesi ortalama Hb degerleri 8.11+1.47 g/dl idi. B-TM’li
olgularimizin 17’s1 (%20,5) splenektomiliydi. Naithani ve ark.lar1 yas ortalamast 9,5 yil olan 50
B-TM’li hastalarim1 sunduklar1 ¢aligmada, transfiizyon Oncesi ortalama Hb degerini 8.64 + 1.6
g/dl olarak belirtmisler ve bu olgularin sadece 4’iine (%8) splenektomi yapildigin1 ifade
etmislerdir (119). B-TM’li hastalarda artmis transfiizyon gereksinimleri ile beraber genelde 10
yasindan itibaren hipersplenizme rastlanmakta ve 200-250 ml/kg/y1l eritrosit transflizyonu
tilketimine ulasilinca transfiizyonlar1 azaltmak i¢in splenektomiye gidilmektedir. Modern
gelistirilmis transfiizyon uygulamalar1 hipersplenizm ve beraberinde splenektomiyi azaltmistir
(120). Literatiirde transfiizyona bagli demir yliklenmesinin belirgin depo yeri olarak dalak
gorinmemekte ve splenektominin diger organlarda demir yiikiinii arttiracaginin kesin
kanitlanmadig1 ifade edilmektedir (120, 121). Bizim calismamizda transfiizyon oOncesi Hb
degerimiz Naithani ve ark.larmin ¢alismasina benzer bulunmustur. Splenektomiye giden vaka
sayimiz ise daha fazladir. Splenektomi oranimizin yiiksekligi hastalarimizin diizenli transfiizyon

programina uymadiklarini veya uygun transfiizyon alamadiklarini diisiindiirmekteydi.
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B-TM’lii hastalarda aneminin fizyopatolojisinde ineffektif eritropoez ve hemoliz
kombinasyonu yer alir (2,122). B-TM’lii hastalarda eritrosit hemolizinin etyopatogenezinde
oksidatif stresin major faktdr olarak rol aldigi giderek kabul edilmektedir (123). B-TM’li
hastalarin eritrositlerinde superoksid iyon iiretiminin normal eritrositlere gore 8 kat daha fazla
oldugu ifade edilmistir (86). Ayn1 zamanda oksidan hasarin eritroid progenitorlerde apopitozisi
arttirarak ineffektif eritropoezisi arttirdigr ifade edilmistir (124). Oksijen molekiiliiniin ardisik ve
eksik indirgenmesi ile olusan serbest oksijen radikallerinin asir1 yapimi, antioksidan savunma
sisteminde yetersizlik veya prooksidan-antioksidan sistemdeki uzamis dengesizlik oksidatif
stresle sonuglanir. Sonugta oksidatif stres; hiicre membran fonksiyonu, metabolizma ve gen
ekspresyonu gibi hiicresel aktivitelerde 6nemli rol alan tiim biyokimyasal yapilarda (niikleik asit,
protein, serbest aminoasit, lipid, karbonhidrat ve bag doku makromolekiilleri gibi) geri
doniisiimlii veya doniisiimsiiz hasara neden olabilir (119). Alkoksil, peroksil radikalleri ve
aldehidler (6zellikle MDA) oksidan etki olustururken; suda ve yagda eriyebilen antioksidanlar ile
antioksidan enzimler (SOD gibi) antioksidan kapasiteyi olustururlar (122).

Talasemi hastalarinda demir yiiklenmesi, globin zincirlerinin otooksidasyonu ve HbA
diisiikliigii oksidatif hasar1 artiran ana faktorlerdendir (125). Talasemik eritrositlerdeki morfolojik
anormallikler, eritrositlerin eksojen peroksidan tehditlere karsi dayanikliligimi azaltir (123,
125,126). Diigsiik MCHC, talasemik eritrositlerin peroksidatif hasara duyarliligini arttirir (127).

Talasemi hastalarinda eritrosit seri dnciilleri ve dolasimdaki eritrositlerde yiiksek dansiteli
eslesmemis a-Hb zincirleri artmistir. Eslesmemis o-Hb zincirlerinin artis1 eritrositleri oksidasyon
ve denatiirasyona karsi dayaniksiz kilar (86). Otooksidasyon artis1 ile beraber superoksit
olusumuda artar. Lipid peroksidasyon artist ve beraberinde MDA artis1 gerceklesir (86).
Eslesmemis a-Hb zincirleri ayn1 zamanda membrana bagli hem ve demir miktarinda artisada
neden olur (119). Serbest demir en gii¢clii pro-oksidan molekiillerden biridir. Demirin; oksidatif
stres, toksik serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu ve endotel disfonksiyonu gibi pek ¢ok
stirecte aktif rol oynadig1 bilinmektedir (128). Serbest demir, siiperoksit ve hidrojen peroksitin
serbest radikallere doniisiimiinii katalizleyerek hiicresel membranlar, proteinler ve DNA'ya zarar
vermektedir (47,89,90). B-TM’lii hastalarin serumlarinda artmis diisiik molekiiler agirlikli demir
ve intraseliiler non-hb demir, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile toksik oksijen radikallerini
olusumunu saglar, hemikromlarin artisina katkida bulunur, antioksidan savunmay1 etkileyebilir,

ve sonugta eritrosit hemolizini artirabilir (10, 123). Yine talasemik hastalarda; KC, hipofiz,
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pankreas, kalp gibi organ ve hiicre membranlarinda demir asir1 birikimi peroksidatif hasara
katkida bulunarak organ yetersizligi (konjestif kalp yetmezligi vb) ve 6liime kadar giden tabloya
neden olabilir (10, 119).

B-TM’lii olgularimzda oksidan-antioksidan sistem degerlendirmesinde TOS, OSI ve
LOOH diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin arttigi, TAK’1n ise azaldig1 saptandi (Tablo 8§,
Sekil 3-6). Literatiirli inceledigimizde; Pavlova ve ark.lar1, yaslar1 5-21 y1l arasinda degisen 22 -
TM’lii hastada lipid peroksidasyon firlinlerinin belirgin arttigini, buna karsilik SOD enzimi ve
total antioksidan aktivitenin ise belirgin azaldigini1 saptamislardir (122). Pavlova ve ark.lar,
sonugta B-TM’lii hastalarda serbest radikaller ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin arttigini,
antioksidan aktivitenin azaldigin1 ve bunun da oksidan stresi arttirdigini vurgulamiglardir (122).
Pavlova ve ark.lar1, B-TM’lii hastalarda oksidatif strese bagli TAK’de ki azalmanin, antioksidan
enzimlerin yapimi-aktivasyonunda veya antioksidanlarin organlardan saliniminda yetersizlikten
kaynaklandigini ifade etmislerdir (122). Bu ¢aligmada sonug olarak hastalara dogal veya sentetik
antioksidan kullanimiyla beraber demir selatdr tedavilere agirlik verilmesinin oksidatif stresi
azaltacag1 vurgulanmistir (122). Nitekim Laksmitawati ve ark.lari, diizensiz selasyon tedavisi
alan transflizyon bagimli PB-TM’li olgularinda antioksidan seviyede belirgin azalma
saptamiglardir (100).

Cighetti ve ark.lar1, 21 B-TM’li hastada oksidan sistemi degerlendirmek amaciyla serum
MDA diizeyini, antioksidan sistemi degerlendirmek amaciyla ise TRAP (total peroxyl radical-
trapping antioxidant parameter) diizeylerini Olgmiis ve kontrol grubuna goére serum MDA
diizeylerinde artis, TRAP diizeylerinde ise farklilik saptamamislardir (9). Kassab-Chekir ve
ark.lar1, yaslar1 8+3,4 yil arasinda degisen 56 transflizyon bagimli B-TM’lii cocukta oksidan
parametre olarak TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), antioksidan olarakta TRAP,
SOD, GPx diizeylerine bakmislardir (129). Arastiricilar B-TM’li hastalarda SOD, GPx ve
TBARS konsantrasyonunda artis, Cighetti ve ark.larinin c¢aligmalarindan farkli olarak TRAP
diizeyinde ise azalma saptamiglardir (129).

Livrea ve ark.lar, 42 B-TM’li hastada Conjugated diene (CD) ve MDA diizeylerini
artmis, TAK’nin ise azalmig oldugunu saptamuslardir (10). Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada,
Meral ve ark.lar1, 22 B-TM’li ve 19 demir eksikligi anemili olguda oksidatif parametre olarak

CD ve TBARS, antioksidan parametre olarak ise SOD ve GPx’i degerlendirmislerdir (98). -
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TM’lii olgularda demir eksikligi olgularina goére oksidan parametreler ve kompansatris olarak
antioksidan parametrelerin artmis oldugunu saptamislardir (98).

Naithani ve ark.lari, 50 B-TM’li hastada oksidan sistem olarak MDA diizeyini,
antioksidan olarak ise SOD, GPx ve NOx diizeylerini degerlendirmis ve bu parametrelerin serum
demiri, ferritin, KC enzimleri ile korelasyonunu arastirmislardir (119). MDA, SOD ve NOx
diizeylerini talasemik ¢ocuklarda artmis olarak gozlemlemisken, GPx diizeylerini azalmis olarak
saptamislardir (119). Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada, Simsek ve ark.lari, 11 B-TM’lii
hastada MDA ve SOD diizeylerini kontrol grubuna gére yiliksek bulmuslardir (130).

Yukaridaki ¢alismalarda goriildiigii gibi B-TM’lii hastalarda oksidan seviyeyi belirlemek
amaciyla olgiilen MDA diizeyi genelde kontrol grubundan yiiksek bulunmustur (9,10,127,130).
Talasemili hastalarda lipid peroksidasyon firiinii olan MDA diizeylerindeki bu artis, serbest
radikallerin eritrosit membranindaki labil PUFA ile etkilesime girerek eritrosit hemolizi ve
harabiyetinde major rol aldigin1 desteklemektedir (10,119,127). Lipid peroksidasyonunda artis
serbest oksijen radikalleri artisin1 destekler, primer doku hasari ile iligkili olmasa bile hasarin
siddetini artirabilir (119). B-TM’li olgularimizda TOS ve LOOH diizeylerinin kontrol grubuna
gore belirgin yiiksek olarak saptanmasi bu goriisleri desteklemekte ve talasemili hastalarda
oksidan seviyenin artigini ifade etmektedir.

Viicudumuz, oksidatif hasar1 6dnlemek amaciyla antioksidanlarla desteklenen endojen
savunma mekanizmalarini devreye sokar. B-TM’lii hastalarda plazma veya eritrosit E vitamini
diizeylerindeki yetersizlik ve SOD’un da icinde bulundugu birka¢ enzimin aktivitesindeki
azalmanin antioksidan savunmada yetersizlige yol agtig1 belirtilmektedir (131-133).

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve siiperoksiti hidrojen
perokside ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalize eden bir enzimatik antioksidandir.
Olusan reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilmaktadir (125). Ayni1
zamanda SOD, lipit peroksidasyonunu da inhibe etmektedir (53). Yukaridaki calismalarda
goriildiigi gibi antioksidan sistemi degerlendirmek i¢in daha ¢cok SOD enzim diizeyi ¢alisilmistir.
Literatiirde talasemik hastalarda SOD enzim diizeyi artmis (119,129,130) veya azalmis olarak
(122, 125, 127) saptanmustir. Artisinin gozlendigi calismalarda, oksidatif stres ile savasmada
superoksid iyon yapimini miihafaza etmek amaci ile SOD enziminin artti1 ifade edilmistir
(119,130). Bununla birlikte SOD enzim diizeyindeki artis sonradan eritrositlerden peroksidazlar

uzaklastirilmadik¢a hiicrede H,O, diizeyinde artisada neden olur (119). B-TM’lii olgularda SOD
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enziminin azalmasi ise yapim, aktivasyon veya salinim ile ilgili yetersizlikten kaynaklanabilecegi
ifade edilmistir (122).

B-TM’li hastalarda diger enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemleride
arastirtlmistir.  En  kapsamli  ¢alismalardan birisi Chakraborty ve ark.lar1 tarafindan
gerceklestirilmistir (134). Arastiricilar, 45 B-TM’li hastada antioksidan sistemi degerlendirmek
amactyla G6PD, GR, GPx, GST, SOD, CAT ve GSH’y1 aragtirmislar; GSH diizeylerinde azalma,
G6PD, GR, GPx ve SOD enzim diizeylerinde ise artis saptamiglardir (134). Bu ¢calismada, 6nemli
intraselliiler antioksidanlardan olan GSH’nin diizeylerindeki azalmanin oksidatif savunmada
yetersizlikle beraber eritrosit Omriinde azalma ve hemoliz artisina katkida bulundugu
vurgulanmistir (134).

Total antioksidan kapasitenin Sl¢iimii, antioksidanlarin tek tek Slgiimiinden daha degerli
bilgiler vermektedir. Bu yiizden kanmm antioksidan durumunu saptamada, bireysel
antioksidanlardan ¢ok bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite
Ol¢ciimii yayginlagmaktadir (50,83). Calismamizda oksidan/antioksidan sistem toplam olarak, Erel
metodu ile degerlendirildi (116,117). B-TM’lii hastalarda total oksidan seviyenin arttig1, oksidatif
hasar1 noétralize etmeye yonelik antioksidan defans mekanizmasinin yani total antioksidan
kapasitenin azaldig1 saptandi. Literatiirde SOD ve GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerinin
artisina ragmen serbest radikallerin hasarina karsilik verilemedigi ve sonugta oksidan seviyenin
arttig1 antioksidan kapasitenin ise azaldig1 vurgulanmistir (129). Bizim sonug¢larimiz bu bulgular:
desteklemektedir.

Viicutta reaktif oksijen tilirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve olusturabilecekleri
hasarlar1 engellemek icin savunma mekanizmalarindan biri de antioksidan vitaminlerdir. Cheng
ve ark.lar1 A, C ve E vit’i diizeylerinin a-talasemi hastalarinda belirgin azaldigini belirtmislerdir
(127). Serbest radikallerin membran fosfolipidleri iizerindeki etkisini sonlandirmada rol alan
SOD gibi enzimleri destekleyen, dogal antioksidan, E vit’i talasemik hastalarda daha siklikla
calisilmistir. E vit’inin talasemik hastalarda azaldigi ve E vit’ini suplementasyonu ile oksidatif
rezistansin arttig1r gosterilmistir (10,125,129-135). Plazma E vit’i diizeylerinde saptanan
diisiikliikkler artmis kullanima baglanmis, bu antioksidanin miktarinin azalmasinin eritrositlerde
lipid peroksidasyonunun artisina ve sonucta hemolize katkida bulunacagi ifade edilmistir
(96,97,130). Livrea ve ark.lari, serum E vit’ini diizeyi ile serum ferritini arasinda negatif

korelasyon saptamiglardir (10). Dhawan ve ark.lari, 41 transfiizyon bagimli talasemi hastasinda
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plazma A ve E vit’i diizeyini diisik bulmuslardir (125). Dhawan ve ark.lar1 , SOD enzim
aktivitesi ile Hb konsantrasyonu ve eritrosit E vit’i diizeyi arasinda negatif korelasyon
saptamiglardir (125). 12 ay boyunca terapotik E vit’i alan hastalarda eritrosit yasam omriinde
belirgin uzama ve MDA diizeylerinde azalma saptanmistir (135). E vit’i uygulamasinin;
transfiizyon intervallerini uzattig1 ve transfiizyon oncesi Hb miktarini arttirdigina ait yayinlara
karsin (133), eritrosit E vit’i diizeyinin 3-6 kez artirmasina ragmen transfiizyon gereksiniminde
degisiklik olusturmadigini belirten yaymnlar da mevcuttur (136). Ayrica yiikksek doz E vit’i
uygulamasinin hemoliz ve oksidatif stresi Onleyemedigi literatiirde vurgulanmistir (125). Bu
farkli goriisler E vit’inin eritrositi hemolize karsi koruyacak tek antioksidan faktor olmadigini
desteklemektedir (125). E vit’i sadece membran lipidlerinin peroksidasyonunu onlemekte,
oksijen radikallerinin diger hiicre komponentleri iizerine olan etkisini 6nleyememektedir. Bizim
olgularimizin higbiri E vit’i almiyordu. B-TM’lii hastalarda demir bagimli KC hasarinin yagda
eriyen antioksidanlarin seviyelerinde azalmaya katkida bulundugu ifade edilmistir (10). Yine B-
TM’lii  hastalarin  yetersiz selasyon tedavisi almasmin antioksidanlart azaltabilecegi
vurgulanmistir (100). Bu 6zelliklerin olgularimizda total antioksidan kapasitenin olduk¢a diigiik
saptanmasina  katkida bulundugu diislincesindeyiz.  Olgularimizda saptanan LOOH
diizeylerindeki artis ve TAK diizeylerindeki azalma; antioksidan dengeyi olusturmada ve
oksidatif hasar1 azaltmada B-TM’lii hastalara E vit’i gibi antioksidanlarin uygulanmasinin (diyet
veya tedavi yoluyla) faydali olabilecegi diislincesini dogurmaktaydi.

Talasemik hastalarda, tekrarlanan kan transfiizyonlar ile agir demir yiiklenmesi ve
beraberinde transferine bagli olmayan diisiik molekiil agirlikli demir fraksiyonunda artis, serbest
oksijen radikalleri olusumunda 6nemlidir (9). Cighetti ve ark.lari, 21 [B-TM’lii hastada serum
NTBI diizeyi ile serum MDA diizeyi arasinda pozitif korelasyon, serum NTBI diizeyi ile TRAP
arasinda ise negatif korelasyon saptamiglardir (9). Bu c¢aligmalar1 destekler sekilde, B-TM’li
olgularimizda serum demir diizeyi ile, TOS ve OSI arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon; TAK ile istatistiksel olarak anlaml1 negatif korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 8-10).

Livrea ve ark.lari, ortalama ferritin diizeyi 1866+996 ng/ml olan 42 B-TM’li olguda
serum ferritin diizeyi ile MDA arasinda pozitif korelasyon saptamislardir (10). Benzer bir
caligmada, Naithani ve ark.lari, 50 B-TM’li olguda serum ferritin diizeyini 3709+1625 ng/ml
olarak saptamislar ve serum ferritin diizeyi ile GPx diizeyi arasinda negatif diger oksidan stres

olusturan parametreler ile arasinda ise pozitif korelasyon goézlemislerdir (119). Serum ferritin
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diizeyini 3271,15+1809,63 ng/ml olarak saptadigimiz B-TM’li olgularimizda, serum ferritin
diizeyi ile sirastyla TOS, OSI ve LOOH arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon;
TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 15-18). Literatiir
bilgileri ve bulgularimiz, B-TM’li hastalarda serbest radikal iiretimi ve sonucta olusan
peroksidatif doku hasartyla oksidatif stres indeksinin artisinda demir yiliklenmesinin énemli rolii
oldugunu gostermektedir.

B-TM’lii hastalarda yasami tehdit eden faktorlerden en Onemlisi Ozelikle kan
transflizyonlarina baglh olarak gelisen demir yiikiidiir (98). Demir ylikiiniin dogru, giivenilir ve
kolay ulasilabilir bir yontemle ve tiim dokular hakkinda bilgi verecek sekilde ol¢timii, B-TM’lii
hastalarda demir yiikiiniin tanis1 ve tedavisinde oOnemlidir. Ferritin, primer olarak demiri
depolayan hiicre i¢i bir molekiildiir. Dolagimdaki ferritin, total viicut demirinin ¢ok kiiciik bir
kismidir. Plazma veya serum ferritin konsantrasyonu viicut demir yikiinii indirek
degerlendirmede en sik kullanilan non-invazif biyokimyasal belirtegtir. Ama ferritinin hasarl
hiicrelerden salinimi viicut demir yiikiinii gostermede etkinligini azaltabilir (120, 137). Aym
zamanda viicut demir yiikiinden bagimsiz olarak; askorbat eksikligi, akut ve kronik enfeksiyon,
inflamasyon ve hepatik hastalik gibi durumlarda da serum ferritin diizeyinde degisiklikler
olabilmektedir (120, 138). Bundan dolay1 B-TM’de, serum ferritininde ki degisikliklerin yalnizca
%357 oraninda viicut demir miktan ile iliskilendirilebilecegi ifade edilmistir (120,139). Buna
karsin B-TM’lii hastalarda viicut demir yiikiinii 6lgmede hepatik demir konsantrasyonunu
degerlendirmek spesifik ve sensitif bir metod olarak kabul edilmektedir (140). Bu amagcla invazif
KC biyopsisi veya radyolojik goriintilleme yontemleri (MRI gibi) kullanilabilir. Karaciger
biyopsisinin agr1 verici, enfeksiyon ve kanamaya yol agabilen invazif bir ydntem olmasi
kullanilirligin1 azaltmaktadir. Son zamanlarda doku demirini saptamada sinirl sayida merkezde
uygulanabilen T2 MRI (kardiak demir yogunlugu i¢in), R2ZMRI (hepatik demir yogunlugu i¢in)
ve superconducting susceptometry (SQUID) gibi 6zel bazi radyolojik teknikler kullanilmaya
baglanmistir (120, 141,142). Sonucta serum ferritini total viicut demir yiikiinii gostermede kesin
olmayan bir markir olarak kabul edilse de; bizim, Naithani ve Livrea ark.larinin bulgular1t MRI ve
SQUID gibi uygulamalarin yaygin olarak kullanilamadig1 merkezlerde serum ferritinin pratik ve

son derece elverisli bir metod olarak halen kullanilabilirligini desteklemektedir (10,119).
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B-TM’li hastalarda makrofajlarin demire doymasindan sonra demir KC, kalp, pankreas,
hipofiz bezi ve paratiroid bezleri gibi parankimal dokularin hiicrelerinde birikmeye ve biriken
organda fonksiyon bozukluklarina yol agar. Talasemide demirin %90°dan fazlas1 KC fagositik ve
parankimal hiicrelerinde, %1 kadar1 ise kalpte birikir (26). KC, lizozom ve mitokondrilerinde
membran bagimli fonksiyonlarda, lipid peroksidasyonuna bagli bozulma meydana gelebilir. Ayn1
zamanda demir yiiklenmesi sitokrom C oksidaz aktivitesini azaltarak hepatik mitokondrial
fonksiyonu bozabilir (109). Dolayisiyla KC hastaligt f—TM’li hastalarin biiylik bir kismin
etkiler. Demir depolanmasi disinda kan transfiizyonlar1 sonucu bulasan enfeksiyonlar ve
kullanilan 1ilaglarda KC sorunlarina neden olabilir. ALT, karaciger hiicre hasarinin
degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan, en yararh testtir. Kassab-Chekir ve ark.lari, B-TM’li
hastalarinda kontrol grubuna gore serum transaminazlarinda 2 kat artis saptamislardir (129).
Perifanis ve ark.lari, B-TM’lii hastalarinin %53,9’unda ALT yiiksekligi saptamislar ve ALT ile
ferritin diizeyi arasinda pozitif korelasyon gozlemlemislerdir (143). Yine Naithani ve ark.lari,
serum ferritin diizeyi ile AST ve ALT arasinda pozitif korelasyon saptamiglardir (119). Literatiir
ile uyumlu olarak calismamizda KC enzimlerinden AST ve ALT diizeylerini kontrol grubuna
gore belirgin yiiksek bulduk (Tablo 6). B-TM’li hastalarda, olusan enzim yiiksekliklerinin
hepatik nekroinflamasyon ve sitolizis sendromunun bulgusu oldugu ifade edilmistir (129).

B-TM’li hastalarimizda; TG diizeylerinde artis, Total Kolesterol, HDL-Kol ve LDL-Kol
diizeylerinde ise azalma saptandi (Tablo 6). Benzer bir ¢alismada Kassab-Chekir ve ark.lari, -
TM’lii olgularinda Kolesterol, HDL-Kol ve LDL-Kol diizeylerinde azalma, TG diizeylerinde ise
degisiklik saptamamislardir (144). Bu ¢aligmada B-TM’lii hastalarda; yas, transfiizyon ihtiyaglari
ve splenektomiden bagimsiz, anormal yapi ve bilesimde lipoproteinler oldugu ifade edilmistir
(144). Yine Al-Quobaili ve ark.lar1 30 B-TM’lii, Papanastasiou ve ark.lar1 104 [-talasemili
cocukta, Canatan ve ark.lar1 80 B-TM’lii hastada kontrol grubuna goére Total Kolesterol, HDL-
Kol ve LDL-Kol diizeylerinde azalma, TG diizeylerinde ise artis saptamislardir (145-147).
Talasemik hastalarda hepatik bozuklugun, serumda fosfolipid, kolesterol ve PUFA'nin
azalmasina katkida bulundugu ve beraberinde lipid solubl antioksidanlarin azalmasinin demir
bagiml karaciger harabiyetini artirabilecegi ifade edilmistir (10). Literatiir ile benzer olarak -
TM’lii hastalarda saptadigimiz lipid degisiklikleri hastalarda hepatik hasar ve nekroinflamasyon

oldugunu desteklemektedir.
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Walter ve ark.lari, serum ALT diizeyinin B-TM’lii hastalarinda kontrol grubuna gore
belirgin arttigi ve serum ALT diizeyinin KC demir konsantrasyonu ile pozitif korelasyon
gosterdigini  saptamislardir (148). Yine aym arastirict hayvan modellerinde KC demir
konsantrasyonu artisinin Fenton Kimyasi yoluyla oksidan hasara neden oldugunu belirtmistir
(149). Walter ve ark.lar1, plazma MDA diizeyinin B-TM’lii hastalarda belirgin arttigin1 ve KC
demir konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdigini saptamislardir. f-TM’lii olgularimizda
serum demir ve ferritin diizeyleri ile AST, ALT ve transfiizyon yil1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml pozitif korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 11-13, Sekil 19-21). Ayn1 zamanda B-TM’li
olgularrmizda TOS ve OSI ile ALT arasinda pozitif korelasyon, TAK ile ALT arasinda ise
negatif korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 28-30). Bu bulgularimiz Walter ve ark.larinin
sonuglarini desteklemekte ve hastalarimizda demir yiiklenmesi ve beraberinde KC harabiyetinin
oksidatif {iriinlerin plazmada artisina katkida bulundugunu ifade etmektedir. B-TM’li
olgularimizda serum AST ve ALT diizeyleri ile transflizyon yili arasinda istatistiksel olarak
anlamlhi pozitif korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 31,32). Bulunan sonuglar 1s18inda;
transflizyon yilinin artig1 ile beraber sekonder demir yiikiiniin gerceklestigi, beraberinde oksidatif
strese bagli peroksidatif doku hasarmin olusumuyla KC enzim diizeylerindeki artis, KC
harabiyeti ve oksidatif stresin giiclendigi diisiiniildii.

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplar1 igeren ve g¢esitli katyonlar1 baglama

2B3* ve Cu'"*" iyonlar; negatif yiiklii DNA’ya siirekli

yetenegine sahip bliyilik bir anyondur. Fe
bagl olduklar1 gibi oksidatif stres altinda hiicre iginde bulunan proteinlerden serbestleserek de
DNA’ya baglanabilmektedirler. Metal iyonlarinin baglanmalarit DNA molekiiliinii H,O,’in hedefi
haline getirmektedir (50,71). Dogrudan DNA’da hasar yapamayan H,0O, membrani kolayca
gecerek, nukleusta Fe-Cu iyonlar ile reaksiyonlasarak OH radikallerini olusturur ve DNA’da
hasara neden olabilir. DNA hasar1 ve demir yiikii ¢esitli calismalarda iliskilendirilmistir. Demir
tuzlarinin in vitro olarak, rat karacigerinin nukleus veya mitokondrisinden izole edilen DNA’da
tek sarmal kiriklara neden oldugu gosterilmistir (101,102). Memeli hiicrelerinde yapilan deneysel
caligmalarda hidrojen perokside bagli DNA hasarinda demirin anahtar rol oynadig1 ve bu hasarin
demir selator tedaviler ile azaltilabilecegi belirtilmistir (103-105). Kronik demir yiiklenmesinin
sonucu olarak ratlarda hepatik DNA’da fragmantasyon ve “strand break”lerde artis gosterilmistir

(109, 149). DNA’da “strand break™ lerin olusumu kimyasal karsinogenezisin hem baslama hemde

ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (109,150,151). Farelere diyetle karbonil demir veya subkutan
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demir dekstran enjeksiyonu ile artmis oksidatif stresle beraber hepatik DNA hasar1 olugturulmus
ve olusan DNA hasar1 8-hidroksideoksiguanozin artisi ile desteklenmistir (109,152,153). Ayrica
demir, DNA hasar1 yaninda hiicrelerde transformasyonlara da neden olabilir. Ratlara, FeNTA nin
tekrarlanan intraperitoneal uygulamasi ile renal DNA’da 8-hidroksideoksiguanozin’de artis; renal
adenokarsinoma, karaciger, akciger ve periton metaztazi gdzlenmistir.(109, 154,155). ilging olan
bir bulgu ise E vit’i suplementasyonuyla FeNTA’ya bagl renal lipid peroksidasyonunun,
apoptozis, 8- hidroksideoksiguanozin yapiminin inhibe edildigi ve sonugta kanser gelisiminin
azaldig1 gosterilmistir (156). Ayrica yiiksek konsantrasyonda FeNTA ile fare karacigeri epitel
hiicrelerinin kiiltiir ortaminda karsilastirilmast sonucunda hiicrelerde morfolojik degisimler
gbzlenmis ve bu hiicrelerin ratlara enjeksiyonu ile metastatik karsinoma olusturulmustur (157).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda olas1t DNA hasari, demir yiliklenmesi gelismis hastalarda
arastirllmak istenmistir. Herediter hemikromatozlu (HH) hastalarda uzun siireli demir
birikiminin, demir bagimli oksidatif hasara bagli olarak hepatik DNA’y1 etkilemesi ve
hepatoselliiler karsinoma gelisme riskini arttirdigi ifade edilmistir (107-109). Carmichael ve
ark.lari, 6 HH’li hastanin hepatik DNA 6rneklerini incelemis ve her 100 milyon nukleotidde 2-50
baz modifikasyonu iceren” bulky” DNA lezyonlar1 saptamiglardir (158). DNA hasari, kanserin
tek nedeni olmasa bile etyolojisinde artik sayilmaktadir (12). Sonugta hayvan deneyleri ve HH’1i
hastalarda artmis demirin DNA hasarina olusumuna katkida bulunacagi ve bu hasarin
karsinogenez olusumunda 6nemli bir adim olabilecegi ifade edilmistir (109).

Offer ve ark.lari, demir bagimli oksidatif stresin patofizyolojide 6nemli rol aldigi B-
TM’li hastalarda olast DNA hasarimi incelemek istemisler ve bu amagla mikronukleus testi ile
kromozom kiriklarin1 degerlendirmislerdir. Arastiricilar bu ¢alisma sonucunda B-TM’li
hastalarda kirik oraninda artig saptamislardir (12). Offer ve ark.lar1, oksidatif stresin kromozom
kiriklarina neden olabilecegini bu ¢alisma ile desteklemislerdir (12).

Olast DNA hasarini aragtirmak istedigimiz B-TM’lii hastalarimizda, alkali comet assay
yontemini kullandik. Comet assay; hizli, basit ve hiicresel diizeyde uygulanmasi kolay, olasi
endojen DNA hasarin1 iyi tanimlayan bir tekniktir (110-115). Hasta grubumuzda DNA
hasar1:10,65+6,58 AU, kontrol grubumuzda ise DNA hasari: 1,45+2,02 AU, olarak saptandi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda B-TM’li hastalarimizda DNA hasarinin yaklasik 6-7 kat
artmis oldugu saptandi (Tablo 8, Sekil 2). Yine B-TM’lii olgularimizda serum demir ve ferritin
diizeyi ile DNA hasar1 arasinda pozitif korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 7, Sekil 14). Aym
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zamanda B-TM’li olgularrmizda DNA hasari ile sirasiyla TOS, OSI, LOOH, AST ve ALT
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon, TAK ile istatistiksel olarak anlamli negatif
korelasyon saptandi (Tablo 9, Sekil 22-27). B-TM’lii olgularda DNA hasar1 olusumunda demir
ylkiiniin 6nemli rol aldig1 ¢alismamiz sonucunda gosterilmistir. Dolayisiyla deneysel ve HH’li
hastalarda demir yiikii ve DNA hasar iligkisini arastiran literatlir bilgileri desteklenmistir.
Literatlire ek olarak, saptanan DNA hasarinin demir yiikii ile beraber oksidatif stres ve KC
etkilenmesi ile iligkisi gosterilmistir. B-TM’lii olgularda DNA hasar1 karsinogenezise yol agan
onemli bir adim olabilir. Beraberinde bir proliferatif stimulus bu hasar1 daha belirgin hale
getirebilir. B-TM’lii hastalarda oksidatif stres ile beraber karaciger etkilenmesinin DNA hasar1 ve
karsinogenezis olusumunda proliferatif stimulus rolii iistlendigi diisiincesindeyiz. Demir yiikii ve

oksidan seviyeyi azaltmak buna karsin antioksidan kapasiteyi arttirmak DNA hasarin1 azaltabilir.
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6-SONUC VE ONERILER

1. Calismamiz sonucunda B-TM’lii hastalarda total oksidan seviyenin arttig1, total
antioksidan kapasitenin azaldig1 ve dolayisiyla oksidatif stres indeksinin, oksidatif hasarin

belirgin diizeyde arttig1 saptanmustir.

2. Calismamiz sonucunda B—TM’li hastalarda artmig DNA hasar1 saptanmistir. B-TM’li
olgularimizda artmus DNA hasariyla; total oksidan seviye, oksidatif stres indeksi, lipid
hidroperoksid arasinda yakin pozitif iliski, total antioksidan kapasite ile DNA hasar1

arasinda ise negatif iliski saptanmustir.

3. Hastalarin demir yiikii ile oksidatif stres ve DNA hasari arasinda belirgin pozitif

korelasyon bulunmustur.

4. B-TM’li olgularimizda transfiizyon yili artisinin, demir yiikii ve beraberinde karaciger

enzimlerinde artisa neden oldugu saptanmistir.

B—TM’li hastalarda serbest radikal ve demir yiikiinii azaltmak, oksidatif stresi ve DNA
hasarini azaltacaktir. Bu amagla; diizenli demir selator tedaviler kullanimiyla demir yiikiiniin
azaltilmasi, oksidan stresi ve DNA hasarini azaltabilir. Yine 3-TM’lii hastalara dogal veya

sentetik antioksidanlarin kullanim1 6nerilerek antioksidan kapasite arttirilabilir.

Bu sonuglar ve bilgiler 1s1ginda; ileriki yillarda, 3-TM’li hastalarda antioksidanlarin
oksidatif stres ve DNA hasari {izerindeki etkisinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar ile demir
ylkiiniin azaltilmas1 amacina yonelik c¢alismalarin daha fazla Onem kazanacagi

diisiincesindeyiz.
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